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 Pressões seletivas relacionadas ao uso de plantas fazem com que todos os insetos 
herbívoros apresentem algum nível de especialização ecológica. A distribuição geográfica das 
plantas influencia tanto a distribuição como a especialização ecológica dos insetos herbívoros; 
consequentemente, interações herbívoro-planta estabelecidas em escala local podem influenciar a 
conexão de populações coespecíficas nas escalas local e regional. Neste estudo, investigamos a 
variabilidade e diferenciação genética de espécies de Tomoplagia (Diptera: Tephritidae), cujas 
larvas se desenvolvem em capítulos de Asteraceae, principalmente da tribo Vernonieae. A partir 
do conhecimento de suas associações em diferentes campos rupestres da Cadeia do Espinhaço 
em Minas Gerais, essa interação foi usada para avaliar a diferenciação genética em Tomoplagia 
nas escalas local (entre plantas hospedeiras) e regional (dentro e/ou entre plantas hospedeiras de 
localidades distintas). A variabilidade genética das moscas foi mensurada com marcadores 
microssatélites espécie-específicos que isolamos e caracterizamos para espécies com diferentes 
níveis de especialização ecológica: T. grandis (monófaga) e T. bicolor e T. incompleta 
(oligófagas). As três espécies não estão estruturadas geneticamente entre plantas hospedeiras ou 
localidades. T. grandis evidenciou diferenciação genética fraca a moderada entre localidades, 
mas sem correlação com seu distanciamento geográfico. Em T. bicolor e T. incompleta 
encontramos indícios de diferenciação genética tanto na escala local como na regional; esta 
diferenciação foi correlacionada com distância apenas em T. bicolor, cujas plantas hospedeiras 
têm diversidade beta maior que a das hospedeiras de T. incompleta. Esses resultados ajudam a 
compreender os mecanismos envolvidos na diferenciação genética de insetos herbívoros e 
fornecem uma primeira aproximação dos padrões de diferenciação genética nesse grupo de 
insetos herbívoros. 
 






 Selective pressures related to plant use determine that all herbivorous insects present 
some level of ecological specialization. The geographical distribution of plants influences the 
distribution as well as the ecological specialization of herbivorous insects; consequently, 
herbivore-plant interactions established at the local scale may influence conspecific population 
connections at local and regional scales. In this study, we investigated the variability and genetic 
differentiation of Tomoplagia (Diptera: Tephritidae) species, whose larvae develop in capitula of 
Asteraceae, mainly of the tribe Vernonieae. Based on previous surveys of their associations in 
different campos rupestres of the Espinhaço Mountain Range in Minas Gerais, this interaction 
was used to evaluate genetic differentiation in Tomoplagia both at local (among host plants) and 
at regional (within and/or among host plants from different localities) scales. Genetic variability 
of flies was measured with species-specific microsatellite markers which were isolated and 
characterized for species with different levels of ecological specialization: T. grandis 
(monophagous), and T. bicolor and T. incompleta (both oligophagous). The three species are not 
genetically structured between host plants or localities. Tomoplagia grandis showed weak to 
moderate genetic differentiation among localities, with no correlation with their parwise 
geographical distance. In contrast, T. bicolor and T. incompleta showed evidence of genetic 
differentiation at both local and regional scales; this differentiation was correlated with distance 
only in T. bicolor, whose host plants have greater beta diversity than hosts of T. incompleta. 
These results help to clarify mechanisms involved in genetic differentiation of herbivorous 
insects and provide the first approximation of the patterns of genetic differentiation in this group 
of herbivorous insects. 
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Capítulo 1: Introdução geral 
Reconhecer a amplitude das associações entre animais e plantas e avaliar fatores que 
interferem no fluxo gênico de populações coespecíficas representam questões fundamentais para 
compreender os mecanismos que originam a biodiversidade (Lewinsohn et al., 2005). Para isso, 
a delimitação de escala é essencial para a investigação das interações ecológicas, uma vez que 
resultados contrastantes podem ser detectados em diferentes escalas (Poulin 1997). Nas 
interações inseto-planta, Fox & Morrow (1981) destacaram a importância da escala espacial e 
mostraram uma nova perspectiva para a compreensão da especialização ecológica, que pode ser 
entendida como a variedade de recursos utilizados por uma espécie dados os recursos disponíveis 
(Jorge et al. 2014). Nessa perspectiva, o número de espécies de plantas hospedeiras com as quais 
os insetos herbívoros interagem pode variar entre populações coespecíficas dos insetos ao longo 
de sua distribuição geográfica, de acordo com as características de comunidades locais (Strong et 
al. 1984, Thompson 2005). Diversos fatores limitam a amplitude de espécies de plantas com as 
quais os insetos herbívoros interagem, como restrições filogenéticas (Ehrlich & Raven 1964, 
Weiblen et al. 2006, Rasmann & Agrawal 2011), restrições químicas, estruturais e/ou 
fenológicas das plantas hospedeiros (Feder et al. 1993, Filchak et al. 2000, Scriber 2002), co-
ocorrência do inseto herbívoro com a espécie de planta (Prado 1999, Agrawal 2000), pressão do 
terceiro nível trófico (predadores e parasitoides; Grosman et al. 2017) e até mesmo a presença de 
microorganismos endosimbiontes no trato digestivo dos insetos herbívoros (Simon et al. 2003, 
Medina et al. 2011). Como resultado dessas pressões seletivas, os insetos herbívoros geralmente 
exibem algum grau de especialização ecológica nas plantas existentes (Dyer et al. 2007, Forister 





A detecção de interações entre insetos e plantas em ambientes naturais é limitada 
principalmente por dificuldades em: (a) observar e confirmar a utilização do recurso, no caso de 
insetos exófagos (que se alimentam externamente) de livre movimentação entre plantas, tais 
como ortópteros; e (b) de encontrar espécies endófagas (que se alimentam internamente) e, como 
são geralmente imaturos, em criá-los até a fase adulta para identificação. Além dessas 
dificuldades, a amplitude das interações reconhecidas geralmente está ligada ao esforço amostral 
empregado. Testes de consumo e preferência alimentar já foram realizados para avaliar a 
variedade de recursos utilizados por insetos herbívoros exófagos, especialmente lepidópteros 
com larvas folívoras mastigadoras ou hemípteros sugadores (Bernays & Minkenberg 1997, 
Novotny et al. 2006). No entanto, muitos vieses surgem na avaliação do consumo de plantas por 
insetos fora das condições naturais da interação, principalmente respostas induzidas por 
condições às quais as plantas e os insetos foram expostos (por exemplo, Cogni et al. 2011).  
Especialização ecológica e diferenciação associada ao hospedeiro 
As comunidades vegetais diferem drasticamente ao longo dos ecossistemas terrestres, 
devido a vários fatores, tais como variações na composição químico-física dos solos, topografia e 
condições climáticas (Barbour et al. 1980). Como resultado, mesmo comunidades espacialmente 
próximas podem diferir em relação à estrutura física, riqueza e composição das espécies, com 
possíveis descontinuidades na distribuição regional das espécies de plantas e níveis distintos de 
substituição de espécies entre comunidades locais. A distribuição das plantas influencia 
fortemente a distribuição geográfica dos organismos que as utilizam como alimento, abrigo e/ou 
sítio reprodutivo, especialmente insetos herbívoros (Strong et al. 1984, Lewinsohn et al. 2005, 
Novotny 2006, Leal et al. 2016). Na maioria dos casos, insetos herbívoros se associam a um 





Raven 1964, Lewinsohn & Roslin 2008, Novotny et al. 2010). Um fator primordial para o 
estabelecimento de interações é a co-ocorrência, passada e atual, de plantas hospedeiras 
potenciais com os seus consumidores, que é moldada pela combinação de processos em escalas 
regional e local (Thompson 2005). 
Em escala regional, processos históricos e biogeográficos, como colonização, extinção e 
especiação, influenciam a montagem de comunidades de plantas e insetos herbívoros (Thompson 
2005). Em escala local, características intrínsecas a cada comunidade, como condições 
ambientais e interações bióticas, determinam o estabelecimento e a permanência das espécies ao 
longo do tempo. No entanto, nem mesmo a co-ocorrência de insetos herbívoros e plantas 
hospedeiras garantirá a interação entre eles, devido a fatores intrínsecos à planta, como a 
presença de defesas e fenologia, a presença de competidores e o risco de predação por inimigos 
naturais. Assim, as interações estabelecidas em escala local são dependentes das características 
locais das espécies e do ambiente (Strong et al. 1984, Thompson 2005), e raramente são 
contínuas ao longo da distribuição geográfica de insetos herbívoros e suas hospedeiras 
potenciais. Por exemplo, pressões seletivas locais podem exigir adaptações para o 
estabelecimento e permanência de determinada espécie de planta, o que pode levar a alterações 
na sua morfologia e fisiologia e torná-la localmente indisponível para o inseto herbívoro. Além 
disso, tais adaptações podem envolver mudanças fenológicas, que pode afetar a sincronia do 
desenvolvimento de insetos com o recurso utilizado (por exemplo, flores, frutos, folhas novas) e 
causar uma incompatibilidade alocrônica (Feder et al. 1993, Filchak et al. 2000). Em um tempo 
relativamente curto (poucas gerações), modificações nas interações dos insetos herbívoros com 
as plantas hospedeiras ou com outros herbívoros podem causar a extinção local desses insetos, 





subespécies surgirem devido à associação com diferentes espécies de plantas hospedeiras (Strong 
et al. 1984). 
Uma vez que populações coespecíficas de insetos herbívoros podem divergir 
geneticamente em função de sua associação com plantas hospedeiras (Mitter et al. 1988, Mopper 
1996), é necessário destacar o papel fundamental da imigração na viabilidade demográfica e 
genética das populações. Por um lado, a conexão entre populações permite o aumento da 
diversidade genética, com a disseminação de ganhos adaptativos entre populações e 
fortalecimento da base genética para lidar com mudanças ambientais estocásticas que podem 
causar extinção (Felsenstein 1976). Por outro lado, o isolamento pode causar uma diferenciação 
genética gradual em populações isoladas, por causas neutras (deriva genética) ou adaptativas 
(seleção divergente), e pode culminar no surgimento de novas espécies (Bush 1975, Via 1999, 
Drès & Mallet 2002, Feder & Forbes 2010, Heard 2012, Hardy et al. 2016). A diferenciação 
genética nos insetos herbívoros em simpatria pode ocorrer devido ao surgimento de uma 
oportunidade ecológica de interagir com uma nova espécie de planta e, caso não haja perda na 
aptidão associada ao uso da nova planta hospedeira, mudanças comportamentais, fisiológicas e 
genéticas poderão originar barreiras reprodutivas entre indivíduos associados às diferentes 
espécies hospedeiras (Bush 1969). Já em escala regional, a diferenciação genética nestes insetos 
pode estar relacionada com a capacidade de dispersão da espécie, a amplitude de distribuição das 
diversas espécies hospedeiras, além de variações adaptativas nas plantas hospedeiras que 
poderão restringir o uso da planta pelo inseto herbívoro em escala local. Ao considerar que as 
interações dos insetos herbívoros com as espécies de plantas variam entre as localidades e que 
diferentes associações podem ser localmente estabelecidas (Fox & Morrow 1981, Strong et al. 





diferentes localidades e a avaliação da variabilidade genética entre populações coespecíficas 
associadas a diferentes plantas hospedeiras é muito relevante para o entendimento dos processos 
que geram diversidade e especiação. 
Algumas características dos insetos herbívoros são fundamentais para o estudo de sua 
especialização ecológica, de modo que eles podem ser agrupados de acordo com a parte da 
planta mais utilizada (folívoros, florívoros, granívoros), o modo como se alimentam 
(mastigadores, sugadores) e como ocorre o consumo na planta (interno, externo) (Schoonhoven 
et al. 2005). Entre os consumidores internos, os insetos galhadores, minadores e endófagos de 
inflorescências possuem uma conexão mais íntima por um período determinado com suas plantas 
hospedeiras, pois se desenvolvem no interior da planta até a emergência de um indivíduo adulto 
(Lewinsohn et al 2005). Para esses grupos, a planta hospedeira pode ser vista como um habitat 
completo (Southwood 1973), que, além de recursos alimentares, fornece local de acasalamento, 
abrigo contra inimigos naturais e condições ambientais desfavoráveis. Além disso, como os 
insetos herbívoros adultos muitas vezes apresentam alguma fidelidade à planta hospedeira, 
eventos reprodutivos podem ocorrer preferencialmente na mesma espécie de planta da qual o 
indivíduo se alimentou quando imaturo (Bush 1969, Gaston et al. 1992, Feder et al. 1994). Nesse 
caso, as espécies hospedeiras podem ser reconhecidas pelos insetos quimicamente e as interações 
com espécies de plantas quimicamente relacionadas se mantêm por muitas gerações, o que 
dificulta o estabelecimento de novas associações (Schoonhoven et al. 2005). Alguns aspectos 
tornam os herbívoros endófagos grupos de grande interesse para estudar padrões de 
diferenciação genética associada a hospedeiros em condições naturais, tais como (1) o momento 
adequado de coletar os insetos em campo é determinado pelo monitoramento da fenologia do 





emergência de insetos coespecíficos de diferentes plantas hospedeiras; (3) o fluxo gênico entre 
populações associadas a diferentes espécies de plantas hospedeiras pode ser avaliado com 
segurança da origem dos insetos. 
Algumas características ecológicas são desejáveis na escolha de sistemas para investigar 
a diferenciação genética associada ao hospedeiro. Primeiro, é útil abranger conjuntos de espécies 
com diferentes níveis de especialização ecológica, uma vez que particularidades das interações 
podem influenciar os mecanismos capazes de gerar diferenciação genética. Segundo, os estudos 
empíricos mais extensos e de longo prazo tratam de espécies herbívoras associadas a hospedeiros 
cuja distribuição foi e é fortemente influenciada por atividades humanas, espécies cultivadas ou 
pragas de importância econômica. Por este motivo, é de grande relevância investigar a 
diferenciação genética associada ao hospedeiro em insetos herbívoros naturalmente distribuídos 
entre comunidades, a fim de detectar padrões de ocorrência dessa diferenciação na natureza. 
Terceiro, é muito importante garantir a associação herbívoro-hospedeiro, o que reforça a 
importância de utilizar insetos endófagos nesses estudos.  
A diferenciação genética associada ao hospedeiro já foi investigada em diversos insetos 
herbívoros que consomem plantas tanto interna quanto externamente e, em alguns casos, a 
formação de raças relacionadas aos hospedeiros ou mesmo espécies crípticas foram encontradas 
em populações que se alimentam em diferentes plantas hospedeiras (Bush 1969, Abrahamson et 
al. 2001, Novotny et al. 2010, Antwi et al. 2015, Danon et al. 2017, Driscoe et al. 2019, Moffat 
et al. 2019). Esse conhecimento foi estabelecido em escala genética e genômica para algumas 
espécies de insetos herbívoros, principalmente aquelas com importância econômica na 
agricultura, como mariposas (Bethenod et al. 2005, Dumas et al. 2015, Silva-Brandão et al. 





espécies-modelo como Drosophila (Alvarez et al. 2002, Schug et al. 2007). Nesse sentido, é 
necessário reconhecer sistemas parasita-hospedeiro (no sentido amplo de parasita, incluindo a 
maioria de insetos herbívoros; Price 1980) para explorar diferentes padrões de diversificação 
devido a adaptações evolutivas, cujo conhecimento ajudará a melhorar modelos teóricos para 
prever processos de especiação e extinção diante de mudanças antropogênicas no uso da terra e 
alterações climáticas advindas do aquecimento global. O desenvolvimento e uso de ferramentas 
moleculares adequadas para tais estudos ecológicos e evolutivos é um dos fatores limitantes para 
o avanço da pesquisa nessa área. 
Marcadores genéticos na investigação da história evolutiva de insetos fitófagos 
Diversos marcadores moleculares, como microssatélites, alozimas, marcadores AFLP 
(polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado) e regiões do DNA mitocondrial já 
foram empregados na investigação da diferenciação genética associada ao hospedeiro. Esses 
marcadores podem mostrar retratos distintos do processo de diferenciação populacional. Por 
exemplo, o isolamento ou conexão de populações podem ser detectados medindo o fluxo gênico 
ou a rota evolutiva feita por linhagens intraespecíficas entre os hospedeiros pode ser rastreada. 
Para sistemas estudados a longo prazo, os primeiros estudos avaliaram a estrutura genética de 
insetos herbívoros entre os hospedeiros e, em seguida, o percurso dos insetos foi registrado entre 
hospedeiros e localidades na escala regional (Moffat et al. 2019).  
O surgimento de oportunidades ecológicas, como a interação com uma nova espécie de 
planta, ou o isolamento de uma população de espécie generalista (associada a hospedeiras 
taxonomicamente e/ou filogeneticamente distintas; usualmente tidas como diferentes famílias ou 
ordens de plantas, mas veja Jorge et al. 2014) representam diferentes processos pelos quais 





Via 1999, Abrahamson et al. 2001, Drès & Mallet 2002, Funk et al. 2002). Uma predição 
decorrente destas novas interações é que pares de populações de insetos herbívoros que utilizem 
recursos diferentes serão mais isolados reprodutivamente do que aqueles usando o mesmo 
hospedeiro, porque a divergência ecológica é um indicativo da presença de seleção divergente 
(Funk 1998, Nosil et al., 2009). Tais resultados só foram obtidos devido à combinação do 
conhecimento ecológico dos sistemas estudados com a aplicação de ferramentas moleculares 
para avaliar os padrões de variabilidade genética entre populações. O surgimento de novas 
tecnologias de sequenciamento permitiu o acesso e montagem de genomas e transcriptomas de 
espécies não-modelo, e a redução dos custos associados a essas técnicas tem permitido estudos 
que enfocam diferentes aspectos das interações planta-inseto (Schlötterer 2004, Roslin et al. 
2019), como o surgimento de duplicações gênicas envolvidas em adaptações (Simon et al. 2015, 
Dalla & Dobler 2016), a resposta diferencial das plantas ao ataque de insetos na perspectiva 
transcriptômica (Crava et al. 2016) e novos avanços no entendimento da formação de redes 
tróficas (Wirta et al. 2014, Roslin & Majaneva 2016). Embora todas essas tecnologias estejam 
disponíveis, a maior parte dos estudos as aplica em sistemas que compreendem espécies com 
algum interesse econômico ou espécies-modelo. 
Nos estudos focados em espécies nativas, o uso de sequências de cloroplastos (ITS, 
nadhF, rpl_32) e mitocôndrias (COI e COII, 16S e 18S) tem fornecido informações relevantes 
sobre a origem evolutiva e padrões de diversificação para espécies de plantas e insetos, 
respectivamente. Além disso, os pesquisadores têm usado o alto polimorfismo dos Simple 
Sequence Repeats (SSR), ou microssatélites, para obter padrões de diversidade e distribuição de 
espécies em escala fina (Borém & Caixeta 2009, Allendorf 2017). Os dados genéticos adicionam 





espécies com diferentes capacidades de dispersão e delimitação de espécies. A união de dados 
ambientais, fenotípicos e genéticos tem originado resultados surpreendentes e mudado a maneira 
como entendemos a natureza das interações.  
Microssatélites são repetições em cadeia de motivos de DNA nuclear, representados por 
sequências perfeitas (sem interrupções) ou imperfeitas (interrompidas por bases não repetidas) de 
um a seis nucleotídeos em genomas de organismos eucariotos (Borém & Caixeta 2009, Hodel et 
al. 2016). O polimorfismo observado reflete a variação no número de repetições de motivos por 
alelo em um loco, a qual se deve ao crossing-over desigual, ou erros durante a replicação ou 
retrotransposição (Kalia et al. 2011). Os microssatélites são marcadores co-dominantes, 
multilocos e multialélicos, portanto, são bastante informativos. Após isolados, eles podem ser 
acessados por um par específico de iniciadores desenhados na região flanqueadora de cada 
marcador. Em alguns casos, os iniciadores desenhados para uma espécie podem ser transferidos 
para outra do mesmo gênero ou mesmo família, embora o sucesso da amplificação varie entre os 
organismos (Borém & Caixeta 2009). Algumas vantagens adicionais dos microssatélites incluem 
sua alta reprodutibilidade entre indivíduos; simplicidade técnica; necessidade de baixa 
quantidade de DNA para desenvolver a biblioteca de marcadores; baixo custo em comparação a 
técnicas com o mesmo potencial de informação; alta resolução e polimorfismo com ampla 
cobertura no genoma (Borém & Caixeta 2009, Kalia et al. 2011, Hodel et al. 2016).  
A maioria dos estudos ecológicos usa marcadores genéticos para estabelecer relações 
filogenéticas entre indivíduos dentro ou entre espécies, e para medir a diversidade genética e 
caracterizar a estrutura genética de populações. Embora as características dos microssatélites não 
permitam investigar as relações de ancestralidade entre indivíduos, uma vez que não fornecem 





microssatélites os torna apropriados para comparações de multipopulações, com tanta 
informação encontrada em menos de 15 locos multialélicos de microssatélites quanto aquelas 
encontradas em pelo menos 2.000 SNPs (polimorfismos de nucleotídeo único) bialélicos 
(Schlötterer 2004). Assim, os microssatélites têm o potencial de mostrar em escala fina a troca de 
alelos dentro e entre populações, detectando padrões de diversidade genética e estrutura entre os 
hospedeiros em várias escalas. A resolução dos microssatélites torna esse marcador adequado 
para investigar muitos problemas ecológicos, como a diferenciação associada ao hospedeiro 
tratada neste estudo, com alto nível de informação e orçamento mais baixo.  
As interações Tomoplagia-Asteraceae como sistema de estudo 
A íntima relação entre insetos endófagos e suas plantas hospedeiras torna estas interações 
especialmente informativas para elucidar mecanismos genéticos envolvidos no processo de 
especialização ecológica. Alguns gêneros de moscas da fruta da família Tephritidae (Insecta: 
Diptera), como Ceratitis e Bactrocera (Dacinae) e Rhagoletis e Anastrepha (Trypetinae), têm 
sido estudados sob diferentes aspetos ecológicos e evolutivos (Steck 2008) devido a sua grande 
importância econômica e potenciais prejuízos para a agricultura. O exemplo clássico de estudo 
de especialização ecológica simpátrica (Bush 1969; Drès & Mallet 2002) é o da mosca 
Rhagoletis pomonella (Walsh), que apresenta raças relacionadas à utilização do seu hospedeiro 
nativo (espinheiro, Crataegus sp.) e alternativo (maçã, Malus sp., introduzida nos USA no século 
19). A maioria das larvas das espécies de Tephritidae é herbívora e pode se desenvolver em 
diferentes tecidos vegetais, como caules, inflorescências e frutos. Nosso interesse está em um 
gênero menos estudado e sem importância econômica, Tomoplagia Coquillett (Tephritinae). 
Existem 59 espécies descritas dentro do gênero Tomoplagia no novo mundo, das quais 57 estão 





intenso levantamento das associações de espécies de Tephritidae com suas plantas hospedeiras 
da família Asteraceae no sudeste e sul do Brasil foi iniciado em 1985 (Apêndice 1; Lewinsohn 
1988, 1991, Prado 1999, Prado et al. 2002). Esses estudos correspondem ao maior conjunto de 
dados de organismos endófagos criados a partir de capítulos de Asteraceae no Brasil, nos quais 
Tomoplagia foi reconhecido como o gênero de insetos endófagos mais diverso e abundante em 
capítulos de Asteráceas brasileiras (Prado et al. 2002). É relevante destacar que a associação com 
Asteraceae é considerada um dos principais fatores de diversificação de Tephritidae e também 
contribuiu para a distribuição cosmopolita de Tephritinae (Zwölfer 1987, Prado 1999). 
Asteraceae é a segunda família mais rica em espécies entre as angiospermas e sua maior 
diversidade ocorre em habitats não florestais (Funk 2009). Os capítulos de Asteraceae são 
microhabitats complexos e previsíveis, que fornecem alimento e proteção para uma variedade de 
insetos herbívoros e também para os inimigos naturais desses insetos. As fêmeas de Tomoplagia 
depositam seus ovos nos capítulos (Fig. 1), nos quais as larvas se alimentarão de flores, óvulos e 
frutos (Goeden & Headrick 1991). Essa relação íntima requer adaptações específicas ao uso de 
capítulos, pois (1) o desenvolvimento de um indivíduo adulto ocorre dentro da planta, e por este 
motivo os endófagos estão direta e continuamente expostos às defesas da planta hospedeira; (2) a 
maturidade sexual de machos e fêmeas necessita de sincronia com a fenologia das plantas, a fim 
de garantir o acasalamento e oviposição no momento adequado; (3) é necessária a 
compatibilidade estrutural entre o tamanho do inseto endófago e o tamanho do capítulo para a 
associação com a espécie de planta. Devido a isso, insetos herbívoros endófagos apresentam 
maior especialização ecológica nas suas plantas hospedeiras se comparados com insetos que 





As principais plantas hospedeiras das espécies de Tomoplagia pertencem à tribo 
Vernonieae (Fig. 2), com associações menos frequentes com espécies das tribos Eupatorieae e 
Mutisieae (Prado 1999, Prado et al. 2002, 2004). A diversidade de espécies de Vernonieae é 
particularmente alta nos campos rupestres brasileiros (Campos et al. 2019), um complexo de 
fisionomias herbáceas em altitude aproximada de 1000 m, com plantas adaptadas a solos pobres 
e rasos e afloramentos rochosos (Giulietti & Pirani 1988, Silveira et al. 2015, Morellato & 
Silveira 2018). Uma das principais subtribos de plantas hospedeiras de Tomoplagia, 
Lychnophorinae, é especialmente diversa em toda a Cadeia do Espinhaço, com muitas espécies 
endêmicas (Campos et al. 2019, Loeuille et al. 2019). Até o momento, a maior diversidade de 
Tomoplagia também foi registrada nas serras da Cadeia do Espinhaço, onde a especialização 
ecológica em plantas hospedeiras varia entre espécies desde as estritamente monófagas (por 
exemplo, T. argentiniensis, T. pseudopenicillata, T. grandis, T. rudolphi) àquelas associadas a 
espécies de plantas hospedeiras pertencentes a diferentes gêneros ou subtribos (como T. bicolor, 
T. incompleta, T. reimoseri; Fig. 3; Apêndice 2).  
Entre as espécies monófagas do gênero Tomoplagia, a interação de indivíduos de T. 
grandis com sua única planta hospedeira Lessingianthus buddleiifolius representa um caso 
interessante, pois T. grandis é uma das maiores moscas dentro do gênero Tomoplagia (Prado et 
al. 2004). Os adultos, que se desenvolvem L. buddleiifolius são maiores ou possuem o mesmo 
tamanho corporal que a maioria de capítulos das outras espécies de Vernonieae. Assim, 
restrições adicionais relacionadas à incompatibilidade de tamanho podem influenciar a 
especialização de T. grandis. As espécies T. argentiniensis e T. pseudopenicillata são monófagas 
estritas em Cyrtocymura scorpioides. Além de localidades na Cadeia do Espinhaço, essa 





Paulo. Os capítulos de C. scorpioides em janeiro e fevereiro, seguida da criação dos indivíduos 
de Tomoplagia, indicou que Fêmeas de T. argentiniensis e T. pseudopenicillata depositam seus 
ovos em mesmas populações e até nos mesmos indivíduos de C. scorpioides (Lewinsohn 1991). 
No entanto, não há emergência simultânea de indivíduos das duas espécies. A emergência de 
adultos de T. pseudopenicillata foi de capítulos das primeiras coletas e a de T. argentiniensis foi 
de capítulos de coletas posteriores (Lewinsohn 1991).  
Entre as espécies generalistas, padrões distintos de associações de Tomoplagia com suas 
plantas hospedeiras são observados ao longo de sua distribuição, refletindo variação em sua 
especialização ecológica da escala local para a regional. Na Cadeia do Espinhaço, a distribuição 
geográfica das espécies de Tomoplagia é geralmente mais ampla que a das espécies de plantas, 
um fator que limita a ocorrência de interações somente às localidades nas quais as plantas 
ocorrem (Prado 1999). Por exemplo, T. bicolor e T. rupestris ocorrem em muitas localidades na 
porção meridional da Cadeia do Espinhaço, no entanto, parte das espécies de plantas utilizadas 
como hospedeiras possui distribuição restrita. Dessa forma, a distribuição das plantas interfere no 
conjunto de plantas às quais essas espécies de Tomoplagia se associam em comunidades locais e 
muitas vezes elas interagem com espécies congenéricas em diferentes localidades. Por outro 
lado, T. incompleta, que também é amplamente distribuída na Cadeia do Espinhaço meridional, é 
a espécie de Tomoplagia com maior número de plantas hospedeiras conhecidas (Prado et al. 
2002) e diversas dessas hospedeiras também são amplamente distribuídas. 
O conhecimento das áreas de ocorrência das espécies de plantas hospedeiras de 
Tomoplagia, acumulado ao longo de décadas de coletas sistematizadas e concretizado no maior 





direcionam as coletas para os locais nos quais uma maior diversidade de espécies de plantas e, 
consequentemente, Tomoplagia ocorrem.  
 
Objetivo geral da tese 
As interações entre Tomoplagia e suas plantas hospedeiras fornecem um sistema único 
para avaliar e contrastar padrões de variabilidade genética em espécies com diferentes níveis de 
especialização ecológica em ecossistemas naturais, o que fortalecerá a teoria sobre diferenciação 
associada ao hospedeiro e especiação como um todo, uma vez que a maioria dos estudos é 
direcionada para uma espécie, sem considerar causas de variação na amplitude dieta das espécies 
herbívoras e seus efeitos na variabilidade genética dos herbívoros.  
Os dois outros capítulos que compõem essa tese apresentam os resultados da investigação 
da variabilidade e estrutura genética de três espécies de Tomoplagia (T. grandis, T. bicolor e T. 
incompleta) em relação à associação com espécies de plantas hospedeiras em escala local e 
regional. No Capítulo 2, descrevo os procedimentos realizados para isolar e caracterizar 
marcadores microssatélites para as três espécies de Tomoplagia e discuto o potencial informativo 
e o papel da relação filogenética na transferibilidade dos marcadores microssatélites entre 
espécies. No capítulo 3, apresento o padrão de variabilidade e estruturação genética para as 
populações das três espécies de Tomoplagia obtido com os marcadores microssatélites, e discuto 
esses resultados de acordo com a especialização trófica de cada espécie, que está diretamente 
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Figura 1. Fêmea de Tomoplagia bicolor ovipositando em capítulo de Minasia alpestris. As 
marcas presentes no tórax e abdômen (pontos pretos) e o padrão das bandas presentes nas asas 
são importantes caracteres utilizados na identificação das espécies de Tomoplagia. Foto: 






 A  B 
 C   D 
 E  F 
 G  H 
 
Figura 2. Espécies de Vernonieae coletadas nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaço em 
Minas Gerais. Essas espécies são importantes plantas hospedeiras de Tomoplagia bicolor e T. 
incompleta. (A) Minasia alpestris, (B) M. scapigera, (C) Lychnophora tomentosa, (D) 





schwenkiifolia, (G) Chresta sphaerocephala e (H) Eremanthus elaeagnus. Fotos: (A-C;E-H) 







Figura 3. Interações entre Tomoplagia-Asteraceae nos campos rupestris da Cadeia do Espinhaço 
em Minas Gerais. A figura mostra a interação das espécies de Tomoplagia com os gêneros de 
Asteraceae; o número de interações específicas varia entre os gêneros. Os gêneros de Asteraceae 
que não estão em negrito pertencem a tribo Vernonieae; os gêneros em negrito pertencem a 







Capítulo 2: Caracterização e ausência de transferibilidade de locos microssatélites entre 
espécies de Tomoplagia (Diptera: Tephritidae)  
 
Camila Rabelo Oliveira Leal, Leonardo Ré Jorge, Anete Pereira de Souza, Thomas Michael 
Lewinsohn & Karina Lucas Silva-Brandão 
 
Resumo 
Marcadores microssatélites são ferramentas genéticas com alto poder de detecção de 
polimorfismo por loco, comparados a outros marcadores moleculares e, devido a isso, são muito 
informativos e adequados para estudos populacionais com foco na detecção de variabilidade 
genética. Neste estudo, isolamos e caracterizamos conjuntos de microssatélites para três espécies 
de Tomoplagia (Diptera: Tephritidae), moscas endófagas de capítulos de Asteraceae com 
diferentes níveis de especialização no uso de plantas hospedeiras, e testamos a amplificação 
heteróloga dos microssatélites caracterizados. Utilizamos dois protocolos para construir as 
bibliotecas enriquecidas em microssatélites, e caracterizamos 12 locos polimórficos para cada 
espécie de mosca. As amostras de T. grandis, espécie de hábito monófago, apresentaram menor 
número de alelos do que as amostras das espécies oligófagas T. incompleta e T. bicolor. A 
heterozigosidade média observada não variou entre as três espécies, e os altos valores de 
conteúdo informativo de polimorfismo indicam que os locos microssatélites que caracterizamos 
são bastante efetivos. Os iniciadores desenvolvidos para cada uma das espécies de Tomoplagia 
não amplificaram os locos microssatélites para as outras duas espécies, e o teste de amplificação 
heteróloga indicou uma baixa conservação das sequências de nucleotídeos que flanqueiam as 
regiões microssatélites nas três espécies avaliadas. Os conjuntos de microssatélites polimórficos 
caracterizados para três espécies de Tomoplagia poderão ser utilizados em diversos estudos 
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Introdução 
Nas últimas décadas, o uso de ferramentas moleculares para investigar padrões de 
variação e estruturação da diversidade genética, e os processos responsáveis por tais padrões, em 
diferentes escalas espaciais e temporais, se tornou mais frequente (Seehausen et al. 2014, Creer 
et al. 2016, Allendorf 2017). Nesse período, os custos associados às técnicas de sequenciamento 
e genotipagem diminuíram, permitindo a obtenção de dados genéticos e genômicos, enquanto 
programas e pacotes mais poderosos para visualização e análise desses dados se tornaram 
amplamente disponíveis (Allendorf 2017). Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites, 
ou Simple Sequence Repeats (SSR), são bastante eficazes para a avaliação da diversidade 
genética dentro e entre populações, por diversos motivos: são altamente informativos, 
principalmente devido a sua natureza codominante e multialélica, têm ampla cobertura no 
genoma, além de apresentarem ampla reprodutibilidade, baixo custo e simplicidade técnica para 
seu desenvolvimento (Borém & Caixeta 2016). A genotipagem de locos microssatélites requer 
uma pequena quantidade de DNA, por ser uma técnica baseada em PCR (reação em cadeia da 
polimerase). Isso permite amostragens menos invasivas ou destrutivas, especialmente 
importantes para preservar espécimes de coleções biológicas (Borém & Caixeta 2016, Allendorf 
2017). Outra vantagem dos microssatélites é a possibilidade de utilizar a ortologia entre grupos 
aparentados e realizar a transferibilidade de pares de iniciadores (primers) entre espécies 
próximas (Gupta et al. 2003, Barbará et al. 2007, Augustinos et al. 2008).  
Neste estudo, isolamos e caracterizamos marcadores microssatélites para diferentes 





de insetos herbívoros endófagos de capítulos de Asteraceae no Brasil (Lewinsohn 1991, Prado 
1999, Prado et al. 2002, 2004). Na maioria das espécies de Tomoplagia cuja biologia é 
conhecida, as fêmeas depositam ovos em capítulos das suas plantas hospedeiras, nos quais as 
larvas se alimentam das flores e das cipselas (apesar de amplamente designados como aquênios, 
a denominação cipsela é anatomicamente mais apropriada para o fruto de Asteráceas; Marzinek 
2008). As larvas empupam dentro do capítulo, do emergem como adultos. Dessa forma, a planta 
hospedeira representa um habitat completo no qual as moscas de Tomoplagia se abrigam e se 
desenvolvem. As 59 espécies descritas para o gênero possuem uma distribuição predominante na 
região Neotropical, com maior diversidade de espécies encontrada até o presente nos campos 
rupestres da Cadeia do Espinhaço no estado de Minas Gerais, Brasil (Prado et al. 2002, 2004, 
2005). Ressalte-se, entretanto, que a fauna associada às Asteráceas de campos rupestres ou alto-
montanos é praticamente desconhecida em outras regiões brasileiras. Em vista da alta 
diversidade e endemismo de plantas potencialmente hospedeiras de Tomoplagia em regiões 
como a Chapada Diamantina (Ogasawara & Roque 2015, Roque et al. 2016, Campos et al. 
2019), podemos prever a ampliação da distribuição atualmente conhecida de diversas espécies, 
bem como o encontro de novas espécies desse gênero de Tefritídeos, após a prospecção de 
insetos associados a Asteráceas nessas áreas. 
Diversos estudos foram desenvolvidos para elucidar os padrões de associação de 
Tomoplagia com suas plantas hospedeiras, tanto em escala local como regional (Lewinsohn 
1991, Prado 1999, Prado et al. 2002, 2004), os quais evidenciaram grande variação de 
especialização ecológica entre as espécies de Tomoplagia. As características ecológicas 
conhecidas para o gênero, tais como amplitude no grau de especialização ao hospedeiro, certeza 





conhecida, tornam a interação Tomoplagia-Asteraceae um excelente modelo para o 
desenvolvimento de estudos ecológico-evolutivos, tais como aqueles relacionados a padrões de 
diversidade genética e processos por trás da evolução da especialização ecológica (Devictor et al. 
2010, Forister et al. 2012). 
Neste estudo, caracterizamos marcadores microssatélites para três espécies de 
Tomoplagia associadas a Asteráceas na região Sudeste do Brasil. Tomoplagia grandis Prado, 
Norrbom & Lewinsohn, 2004 é uma espécie estritamente monófaga; sua única planta hospedeira 
conhecida é Lessingianthus buddleiifolius (Mart. ex DC.) H.Rob. T. bicolor Prado, Norrbom & 
Lewinsohn, 2004 é uma espécie oligófaga com pelo menos 17 espécies hospedeiras registradas, 
quase todas pertencentes a cinco gêneros da tribo Lychnophorinae (Prado et al. 2004). T. 
incompleta (Williston, 1896), espécie oligófaga, tem mais de 20 hospedeiras conhecidas, 
principalmente nos gêneros Lessingianthus e Lepidaploa, da subtribo Vernoniinae (Prado & 
Lewinsohn 2004). Testamos a amplificação heteróloga dos conjuntos de marcadores 
desenvolvidos para cada uma das três espécies de Tomoplagia, embora elas estejam distantes 
filogeneticamente na única hipótese filogenética proposta para o gênero (Yotoko et al. 2005; Fig. 
1). O desenvolvimento e caracterização desses marcadores microssatélites fornecerá novas 
ferramentas para a investigação da variabilidade genética no gênero Tomoplagia, com grande 






Material e Métodos  
Construção das bibliotecas e desenho dos iniciadores 
Construímos bibliotecas enriquecidas em microssatélites para cada uma das três espécies 
de Tomoplagia. Para T. incompleta, o isolamento dos microssatélites foi desenvolvido pela 
Genetic Marker Services (Brighton, UK; https://geneticmarkerservices.com) e a biblioteca foi 
construída de acordo com o protocolo de Edwards et al. (1996) a partir do material genético de 
cinco indivíduos. O DNA genômico total dos indivíduos inteiros de T. incompleta foi obtido com 
um protocolo de extração salina (Aljanabi & Martinez 1997). A enzima RsaI (New England 
Biolabs) foi utilizada para digerir o DNA genômico total e o enriquecimento foi realizado usando 
as sondas (AG)17, (AC)17, (AAC)10, (CCG)10, (CTG)10 e (AAT)10 (González et al. 2015)., e 
posteriormente foram clonados. 
Construímos as bibliotecas para as espécies T. grandis e T. bicolor de acordo com o 
protocolo de Billotte et al. (1999), a partir do material genético de um e cinco indivíduos, 
respectivamente. O DNA genômico total dos indivíduos inteiros de T. grandis e T. bicolor foi 
extraído com o protocolo de brometo cetiltrimetilamônio (CTAB; Doyle & Doyle 1987). A 
enzima AfaI (Invitrogen), isosquizômera de RsaI, foi utilizada para digerir o DNA genômico de 
T. grandis e T. bicolor, e os fragmentos obtidos foram ligados aos adaptadores de fita dupla 5'-
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3' e 5'-TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-3'. Como 
encontramos elementos transponíveis (transposons) ao usar a enzima AfaI na construção da 
biblioteca de microssatélites para T. bicolor, construímos outras duas bibliotecas para essa 
espécie utilizando as enzimas BsuRI e AluI (Invitrogen). Para ambas as espécies, a captura de 
fragmentos que continham microssatélites foi feita por meio da hibridização das sondas (CT)8 e 





Magnetic Separation Products, Promega). Os fragmentos de DNA enriquecidos com 
microssatélites de cada espécie foram amplificados separadamente via PCR, clonados em 
pGEM-T Easy Vector (Promega) e inseridos via eletroporação em células competentes de 
Escherichia coli XL1-Blue (Promega). Os clones positivos foram selecionados e cultivados em 
meio de ágar acrescido de 100 μg/mL de ampicilina e 50 μg/mL de X-galactosidase. Após 
incubação de 16 horas a 37°C, as colônias obtidas para cada espécie foram transferidas para 
microplacas e armazenadas em freezer a -70°C.  
Sequenciamos 25, 48 e 48 clones positivos para T. incompleta, T. grandis e T. bicolor, 
respectivamente, em sequenciador automático ABI 3500xL (Life Technologies) com o kit Big 
Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems). Utilizamos o programa SSRIT 
(http://archive.gramene.org/db/markers/ssrtool) para identificar a presença de repetições de 
microssatélites nas sequências geradas. Utilizamos o software Primer3Plus (Untergasser et al. 
2012) para desenhar os pares de iniciadores para os locos microssatélites caracterizados para 
cada espécie de Tomoplagia. Os parâmetros estabelecidos foram: tamanho do iniciador entre 18-
22 pb; tamanho final dos produtos de amplificação de 100–280 pb; temperatura de melting (Tm) 
entre 52°C - 65°C e máxima diferença de Tm entre pares de iniciadores de 3°C; porcentagem 
mínima de GC nos iniciadores de 40% e máxima de 60%; ausência de complementaridade na 
mesma sequência ou nos pares de iniciadores.  
 
PCR e polimorfismo dos locos 
A validação dos locos microssatélites foi feita em seis indivíduos da espécie para qual 
cada conjunto de locos foi isolado, e o teste de amplificação heteróloga foi realizado em seis 





concentração padronizada de 5 ng/μL, 2 μL de tampão 5X, 2 μL de DMSO 5%, 1,6 μL de MgCl2 
a 25nM, 0,3 μL de dNTPs a 10 nM, 0,3 μL de cada iniciador direto e reverso a 10 nM, 0,3 μL de 
Taq DNA polimerase caseira, e H2O deionizada autoclavada em quantidade suficiente para 20 
μL de reação. O programa de PCR utilizado foi: desnaturação inicial a 94°C (5 min); 30 ciclos de 
desnaturação a 94°C (30 s), anelamento à temperatura específica (45 s) (Tabelas 1, 2 e 3), e 
extensão a 72°C (45 s); extensão final a 72°C (10 min). Avaliamos o polimorfismo dos locos 
microssatélites em gel de poliacrilamida 6% corado com prata (Creste et al. 2001). 
 
Genotipagem 
Os locos que apresentaram polimorfismo no teste inicial em gel de poliacrilamida foram 
escolhidos para caracterizar o perfil genotípico de 30 indivíduos de cada uma das espécies de 
Tomoplagia investigadas, todos oriundos de campos rupestres da Cadeia do Espinhaço 
meridional. Os indivíduos de cada espécie de Tomoplagia eram provenientes da mesma espécie 
de planta hospedeira, de diferentes localidades. Assim, os indivíduos analisados de T. bicolor 
foram criados de Eremanthus elaeagnus; indivíduos de T. grandis foram criados de 
Lessingianthus buddleiifolius; e os indivíduos de T. incompleta foram criados de Echinocoryne 
schwenkiifolia. Os pares de iniciadores que não geraram produtos de amplificação ou que 
amplificaram vários fragmentos inespecíficos na amplitude de temperatura testada (53°C – 65°C) 
foram descartados. Os iniciadores diretos usados na amplificação de todos os locos foram 
sintetizados com a adição de uma cauda M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT) na extremidade 
5’, para o anelamento dos fluoróforos FAM, VIC, PET e NED (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, USA; Schuelke 2000), para leitura posterior simultânea de quatro fluoróforos em 





foram submetidas a corrida em gel de agarose 1,5 % com tampão Tris-acetato (TAE) 50 mM (pH 
7,5 - 7,8) para testar a amplificação. As reações de PCR foram refeitas com a adição de 0,1 μL de 
cada um dos fluoróforos e a adição de uma segunda etapa no programa de PCR para o 
anelamento do fluoróforo à cauda. Essa etapa consistiu em 8 ciclos de desnaturação a 94°C (30 
s), anelamento a 53°C (45 s) e extensão a 72°C (45 s).  Os produtos das PCRs foram diluídos 
(10-20%) e em seguida combinados em um multiplex com quatro locos marcados pelas 
diferentes fluorescências para a genotipagem no sequenciador ABI 3500xL. O marcador Liz 
GeneScan 600 (Life Technologies) foi utilizado como padrão de peso molecular para as 
genotipagens. 
A leitura dos eletroferogramas foi realizada com o plugin para análise de microssatélites 
no programa Geneious Prime v. 2019.0.4 (Kearse et al. 2012). Os alelos foram determinados de 
acordo com o tamanho (peak calling) e bins foram sobrepostos aos picos de fluorescência para a 
identificação e padronização dos alelos.  
 
Análises descritivas dos locos microssatélites 
Caracterizamos os locos polimórficos de cada conjunto de microssatélites em relação ao 
número total de alelos por loco e às heterozigosidades observada (HO) e esperada (HE) usando o 
pacote hierfstat (Goudet 2005) no R (R Core Team 2014). O conteúdo de informação de 
polimorfismo (PIC) foi calculado com o pacote PopGenKit (Paquette 2012). O teste exato de 
Fisher foi utilizado para detectar desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) por loco e foi 







Encontramos sequências microssatélites em 42% das sequências obtidas para Tomoplagia 
grandis, e em 76% e 36% das sequências obtidas para T. bicolor e T. incompleta, 
respectivamente. Desenhamos pares de iniciadores para 20, 19 e 17 locos microssatélites para 
Tomoplagia grandis, T. bicolor e T. incompleta, respectivamente. Dos 20 pares de iniciadores 
desenvolvidos para T. grandis, validamos 14, dos quais 12 foram polimórficos e dois 
monomórficos (Tabela 1). O número de alelos por loco variou de quatro a 13 ( x  = 9). Desvios 
significativos do EHW foram observados nos 12 locos, sempre com valores observados menores 
do que os esperados, exceto para o loco Tgr12, que apresentou maior valor observado. A HO 
variou de 0,172 a 0,744 (valor médio = 0,38) e a HE variou de 0,355 a 0,904 (valor médio = 
0,76). Dez locos apresentaram alto conteúdo informativo (PIC > 0,5; Tabela 1), com valores de 
PIC entre 0,32 (loco Tgr01) e 0,86 (loco Tgr07).  
Para os 19 pares de iniciadores desenvolvidos para T. bicolor, validamos 15, com 12 
polimórficos e três monomórficos (Tabela 2). O número de alelos por loco variou de seis a 14 ( x   
= 10,2). Desvios significativos do EHW foram observados nos 12 locos, com valores observados 
menores que o esperado exceto para o loco Tbi02. A HO variou de 0,109 a 0,943 (valor médio = 
0,33) e a HE variou de 0,591 a 0,930 (valor médio = 0,72). Os 12 marcadores apresentaram alto 
PIC (Tabela 2) e o valor de PIC variou de 0,53 a 0,87.  
Para T. incompleta, dos 17 pares de iniciadores desenvolvidos, 14 foram validados, dos 
quais 12 foram polimórficos e dois monomórficos (Tabela 3). O número de alelos por loco 
variou de oito a 19 ( x  = 13,8). Desvios significativos do EHW foram observados nos 12 locos, 
com valores observados menores que o esperado em todos os locos. A HO variou de 0,052 a 





marcadores apresentaram alto PIC (Tabela 3), com exceção do loco Tin08 (PIC = 0,33), e o valor 
de PIC variou de 0,33 a 0,89. 
Os três conjuntos de marcadores microssatélites caracterizados neste estudo não são 
transferíveis entre as espécies de Tomoplagia estudadas. Observamos tanto a ausência de 
produtos de amplificação como a amplificação de regiões inespecíficas. 
 
Discussão 
Encontramos predominantemente motivos de repetição AC/GT nos conjuntos de locos 
microssatélites que desenvolvemos para Tomoplagia grandis, T. bicolor e T. incompleta. Essa 
combinação é também a mais frequente no genoma de outros tefritídeos (Bonizzoni et al. 2000, 
Shearman et al. 2006, Augustinos et al. 2008) e de artrópodes em geral (Tóth et al. 2000). 
Utilizamos um número suficiente de indivíduos (n = 30 por espécie) para estimar as frequências 
alélicas (Hale et al. 2012) e nossos resultados refletem o alto potencial informativo dos locos que 
caracterizamos. 
Observamos um número maior de alelos nos locos caracterizados para T. incompleta ( x  
= 13,9), seguido por T. bicolor ( x  = 10,1) e T. grandis ( x  = 9). Os valores médios de HO não 
variaram entre os 12 locos avaliados nas três espécies de Tomoplagia (HO médio entre 0,33 - 
0,38) e revelaram baixos níveis de heterozigosidade observada em relação aos valores esperados 
(HE médio entre 0,72 - 0,78). Encontramos o menor valor de HO no loco Tin06 (0,052 – T. 
incompleta) e o maior valor no loco Tbi02 (0,943 – T. bicolor). O número de alelos que 
encontramos para as espécies de Tomoplagia são consistentes com aqueles encontrados para 
espécies em outros gêneros de Tephritidae, como Anastrepha fraterculus (7 a 18 alelos por loco, 





13,6; Bonizzoni et al. 2000), e maiores que o encontrado para Anastrepha suspensa (2 a 12 
alelos por locos, valor médio = 6,1; Fritz & Schable 2004) e Bactrocera tau (2 a 9 alelos por 
locos, valor médio = 4,5; Yan et al. 2015). Yan et al. (2015) também encontraram um loco com 
baixa heterozigosidade observada para Bactrocera tau (HO = 0,069), assim como encontramos 
para T. incompleta (loco Tin06). No entanto, os valores de heterozigosidade observada que 
encontramos para as espécies de Tomoplagia foram inferiores aos encontrados para as espécies 
acima referidas de Anastrepha, Ceratitis e Bractocera. 
 O déficit de heterozigotos que observamos em relação ao esperado no EHW pode 
decorrer, entre outros fatores, da presença de alelos nulos ou mesmo devido ao efeito Wahlund 
(Meeûs 2018). Alelos nulos ocorrem devido a mudanças nas bases na região flanqueadora do 
loco microssatélite, as quais comprometem o anelamento do iniciador e o sucesso da 
amplificação da sequência na PCR. Já o efeito Wahlund reflete a combinação de indivíduos 
pertencentes a diferentes populações em uma mesma população. Neste estudo, agrupamos 
indivíduos provenientes de diferentes localidades a fim de obter o número mínimo necessário (n 
= 30) para caracterizar os locos desenvolvidos para T. grandis. A fim de padronizar a 
caracterização para as três espécies, também utilizamos indivíduos pertencentes a diferentes 
populações para T. bicolor e T. incompleta. É possível apontar o efeito Wahlund como um dos 
fatores que determinam a baixa heterozigosidade observada nos nossos resultados. No entanto, 
como será mostrado no capítulo seguinte, desvios do EHW foram observados para as três 
espécies, tanto por população como no agrupamento de todas populações. Dessa forma, devemos 
considerar outros fatores que podem influenciar o déficit de heterozigotos que encontramos, 
como o parentesco dos indivíduos avaliados e também a ocorrência de endogamia nas 





Os microssatélites espécie-específicos que isolamos e caracterizamos neste estudo não 
são transferíveis entre as três espécies de Tomoplagia que avaliamos. Augustinos et al. (2008) 
conseguiram amplificar 26 de 29 locos microssatélites desenvolvidos para Bactrocera oleae 
entre outras 11 espécies de Tephritidae, dentre elas quatro congenéricas e sete espécies dos 
gêneros Anastrepha (4), Ceratitis (2) e Rhagoletis (1). O sucesso da transferibilidade de locos 
microssatélites é bastante variável entre táxons e pode refletir diferentes níveis de conservação 
da sequência de nucleotídeos flanqueadores entre espécies menos aparentadas (Barbará et al. 
2007). De acordo com a única hipótese filogenética disponível para 19 espécies do gênero 
Tomoplagia (Yotoko et al. 2005), T. grandis, T. bicolor e T. incompleta são filogeneticamente 
distantes, o que justifica a baixa conservação das sequências de nucleotídeos flanqueadores de 
microssatélites entre essas três espécies. Embora coocorram amplamente na região principal de 
estudo (os campos rupestres da cadeia do Espinhaço em Minas Gerais), as três espécies são 
ecologicamente diferenciadas, uma vez que estão troficamente associadas a subconjuntos 
distintos de Asteráceas (respectivamente, os compartimentos ou módulos 3, 4 e 6 de insetos e 
plantas identificados por (Prado & Lewinsohn 2004).  
Os marcadores microssatélites que desenvolvemos para as espécies Tomoplagia são os 
primeiros para o gênero e contribuirão para o conhecimento da biologia e ecologia do grupo. 
Diferente dos microssatélites isolados para espécies de outros gêneros de Tephritidae, os que 
desenvolvemos não foram transferíveis entre espécies congenéricas, o que reforça a importância 
do desenvolvimento de marcadores espécie-específicos em Tomoplagia. Além disso, esses 
marcadores permitirão o desenvolvimento de estudos ecológicos e evolutivos que visam elucidar 
mecanismos geradores de diversidade e possibilitarão contrastar padrões de diversificação com 





espécies deste estudo, o que sugere que caraterísticas ecológicas dessas espécies são importantes 
barreiras para a hibridização. Novos testes poderão ser realizados para verificar a transferência 
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Tabela 1. Caracterização de 12 locos microssatélites desenvolvidos para Tomoplagia grandis. 
Temperatura de anelamento (Ta), número de alelos (NA), heterozigosidade observada (HO), 
heterozigosidade esperada (HE) e conteúdo de informação polimórfica (PIC) 
‘          
Loco 
 


















Tgr01 F: TCAAAGGAAAAACGTCAGTCA (GT)8 53 92-118 6 0,222 0,355 0,03 0,32 
 R: AATGTCAGTTTACAACGCCG         
Tgr02 F: GCTGCCTTGAACTCTCTCTA (TG)10 59 172-184 4 0,172 0,882 < 0,01 0,85 
 R: TGCTAACACAGTTAGTTTTGC         
Tgr03 F: GCAGTGGAGAACAATTGCAT (CA)36 53 132-238 12 0,333 0,788 < 0,01 0,86 
 R: TGTCCATTTATCTGGGGAATCA         
Tgr04 F: AGACACCTATACGAGCGTTC (ACA)7 53 189-243 10 0,378 0,787 < 0,01 0,77 
 R: ATTGTCGGATCTCATCGGTC         
Tgr05 F: TTTTCCACCTGTTAACGGGA (TG)10 59 252-286 12 0,744 0,881 < 0,01 0,85 
 R: GCCTACATTACGCTGTGTAAC         
Tgr06 F: CCATTGAAAGCAAACGCAAA (AC)8 61 238-270 11 0,556 0,873 < 0,01 0,85 
 R: CAGTGTCTCTGGCAGTGTTA         
Tgr07 F: CACACGCTTCTTCTCAAGTG (TG)10 59 196-220 10 0,207 0,904 < 0,01 0,86 
 R: CTACGCAACTACATGCACAC         
Tgr08 F: TCCATTCGCAGTGACACTTA (CA)7 59 206-286 8 0,402 0,799 < 0,01 0,72 
 R: CGGTTAAAACTTTCCGCTACA         
Tgr09 F: GGGAAGAGTGGACTTAGTGG (AC)7 61 194-220 13 0,462 0,849 < 0,01 0,79 
 R: GCAACTTTACAAGCCAAGCT         
Tgr10 F: GCAGTGAGTTGTAATGATATGAAC (GT)7 61 118-166 6 0,222 0,607 < 0,01 0,55 
 R: CGAGACGCCCAAAAATAGAC         
Tgr11 F: ACCGCAAATAAAAAGGGCTC (CA)8 61 216-256 12 0,245 0,904 < 0,01 0,85 
 R: TCAGCCATTGTGGTTTTGAC         
Tgr12 F: CGCCAATTAACTTTCGGTGT (CA)8 61 246-256 4 0,631 0,590 < 0,01 0,49 
  R: ACAACAACAAGCAAGTGCAT                 






Tabela 2. Caracterização de 12 locos microssatélites desenvolvidos para Tomoplagia bicolor. 
Temperatura de anelamento (Ta), número de alelos (NA), heterozigosidade observada (HO), 
heterozigosidade esperada (HE) e conteúdo de informação polimórfica (PIC) 
          
Loco 
 


















Tbi01 F: TTCACATCTCATCGCTTGGA (GA)8 63 128-170 9 0,323 0,631 <0,001 0,66 
 R: CCGGAATGAAGAAAGCACTG         
Tbi02 F: ACGCTTTGCTTTGTTTACCA (TG)8 63 148-204 6 0,943 0,591 <0,001 0,53 
 R: TAACCTGTGTCTGCAACCTT         
Tbi03 F: TCAAACGCCAACACTTGATG (AC)8 63 92-130 11 0,464 0,770 <0,001 0,87 
 R: TTACCTTGCGCTATCTTCGT         
Tbi04 F: GCTTTTGTTAAGTTTGGCGC (AC)9 61 128-146 8 0,109 0,683 <0,001 0,63 
 R: TGGACTTGCCATATGCCATA         
Tbi05 F: CATTGACGCCGTGAAATAGG (AG)8 63 128-144 9 0,192 0,772 <0,001 0,82 
 R: CCCGAAATCTTAAGTGTGGC         
Tbi06 F: TGCTGTTGGGCAAATTCTTT (AC)8 63 176-194 14 0,164 0,630 <0,001 0,81 
 R: GCCAAATTCCAACTGAATGC         
Tbi07 F: AGTTGAGCAAAATGGCGAGA (GT)6 59 152-200 10 0,372 0,689 <0,001 0,70 
 R: CACAAAAGTGCCCTCACACG         
Tbi08 F: CCTCAAAAGGGTACATCATATATGT (TG)9 63 146-186 11 0,442 0,783 <0,001 0,76 
 R: GCATCGTTGAAAGCCCTAAG         
Tbi09 F: AGGACAAAGGTGTGTGGAAA (AC)10 61 162-202 12 0,167 0,930 <0,001 0,79 
 R: GCTTTTTCACAACTCCCTCC         
Tbi10 F: ACATGCATGCGAAACCTTAC (AC)9 63 146-188 12 0,224 0,738 <0,001 0,84 
 R: AAGTGGTAAGTGGTATGCGT         
Tbi11 F: CGTCTGCTGAACATTCAAT (TG)6 63 158-182 9 0,449 0,761 <0,001 0,74 
 R: AGATGTGCAGTTTGGCAAAG         
Tbi12 F: AATATTGCCGATTGAGGGGA (TACA)7 61 212-264 11 0,138 0,711 <0,001 0,64 
  R: ATTAGTCACCAGCCGATTGT                 






Tabela 3. Caracterização de 12 locos microssatélites desenvolvidos para Tomoplagia 
incompleta. Temperatura de anelamento (Ta), número de alelos (NA), heterozigosidade 
observada (HO), heterozigosidade esperada (HE) e conteúdo de informação polimórfica (PIC) 
                    
Locos 
 


















Tin01 F: TTTTCCAATGTAGAATGGGTTTT (TG)8 59 208-228 12 0,458 0,847 < 0,01 0,70 
 R: TCCATTCGTATGTGCTTCTTG         
Tin02 F: AATGTTCGTGGCGGAGTAT (TG)8 59 158-200 17 0,408 0,841 < 0,01 0,88 
 R: TGCAAAGAAAGGTCAGTGAA         
Tin03 F: GGCAATCATCGAAGCAAAGT (TTG)8 57 162-201 13 0,281 0,772 < 0,01 0,89 
 R: TGACAATGAGTGCAGATATGAAAA         
Tin04 F: TGAGCTACCAAACGCTGCTA (TG)9 63,3 140-172 14 0,208 0,897 < 0,01 0,87 
 R: GAACGATTGAAAGGCGAAAA         
Tin05 F: CCGTCAACAATCGAGGAAAA (TG)9 59 96-160 19 0,588 0,816 < 0,01 0,88 
 R: CGCTTTAATACTTCGCACACA         
Tin06 F: TGAGTTTGCTCTTGCACTTGA (AC)9 59 120-144 12 0,052 0,784 < 0,01 0,83 
 R: CCAGCTTGACACCGACTCTC         
Tin07 F: GCAGCAAAAGAAGGAAGCAC (GT)13 57 148-202 17 0,638 0,992 < 0,01 0,88 
 R: AACACACTCCACGCACAAAC         
Tin08 F: GTATTTGTGGGAATGCCTTG (AC)11 63 88-150 6 0,219 0,285 < 0,01 0,33 
 R: GTACACATGTGCGTGATTATGG         
Tin09 F: CCGGCTTTTGTTTTATGCAA (TG)9 59 80-120 13 0,165 0,767 < 0,01 0,82 
 R: TTCTTTGCCACACTTTTGGTT         
Tin10 F: TGGCGCTCCTAAAATCACTT (AC)9 59 86-120 9 0,217 0,694 < 0,01 0,61 
 R: GTGCCACAGACCAGTTTGAA         
Tin11 F: TCGCAGCAACGATGATTTAG (TG)8 57 116-174 14 0,402 0,743 < 0,01 0,88 
 R: TTCCGAGTCTAGATATCCAACCA         
Tin12 F: CTTGACGTTGATTACGACACAA (AC)9 63,3 114-156 19 0,492 0,942 < 0,01 0,89 
  R: CGCTTTTTGTCATTGCATGT                 







Figura 1. Hipótese filogenética obtida por máxima verossimilhança para 19 espécies de 
Tomoplagia (Diptera: Tephritidae) baseadas em sequências das regiões COII e 16S. Bibliotecas 
enriquecidas em microssatélites foram construídas para as espécies apontadas pelas setas 






Capítulo 3: A diferenciação genética de insetos herbívoros é codeterminada por 
especialização em plantas hospedeiras e pela distribuição geográfica  
 
Camila Rabelo Oliveira Leal, Karina Lucas Silva-Brandão & Thomas Michael Lewinsohn  
 
Resumo 
 O surgimento de diferentes linhagens intraespecíficas decorrente da associação com 
novas plantas hospedeiras tem sido foco de vários estudos que visam compreender mecanismos 
que promovem diversificação e especiação em insetos herbívoros. Teorias explicativas têm sido 
elaboradas principalmente para espécies com importância econômica ou espécies modelo, cujas 
plantas hospedeiras geralmente têm sua distribuição geográfica determinada por atividade 
antrópica. Assim, é importante identificar diferentes sistemas naturais de associação herbívoros-
hospedeiros nos quais processos relevantes possam ser avaliados sem o efeito prevalente da 
intervenção humana. Neste estudo, avaliamos a amplitude de associação de espécies de 
Tomoplagia (Diptera: Tephritidae), insetos endófagos de capítulos, com suas principais plantas 
hospedeiras (Asteraceae: Vernonieae) em diferentes campos rupestres da Serra do Espinhaço em 
Minas Gerais. Esta íntima interação foi usada para investigarmos a diferenciação genética em 
Tomoplagia associada ao hospedeiro nas escalas local (entre hospedeiras) e regional (dentro e/ou 
entre hospedeiras de localidades distintas). Encontramos diferenciação genética não 
correlacionada com isolamento geográfico para populações de T. grandis, espécie monófaga 
estrita, na escala regional. Em duas espécies oligófagas, T. bicolor e T. incompleta, encontramos 
indícios de diferenciação genética tanto na escala local como na regional. T. bicolor está 
associada a diferentes espécies congenéricas ao longo de sua ocorrência, provavelmente devido à 





distribuição geográfica mais ampla, mantém associações constantes ao longo de sua distribuição. 
Encontramos padrão de isolamento por distância apenas para T. bicolor, provavelmente devido à 
dispersão dos indivíduos para diferentes localidades ser acompanhada de transferência para 
outras plantas hospedeiras, conforme sua disponibilidade local. Neste estudo, mostramos que 
mecanismos distintos podem promover a diferenciação genética de insetos herbívoros 
congenéricos com diferentes níveis de especialização ecológica e destacamos a importância da 
amplitude e sobreposição de distribuição das plantas hospedeiras para essa diversificação. 
 
Palavras-chave: campos rupestres, diferenciação associada ao hospedeiro, estrutura genética, 
insetos endófagos, marcadores microssatélites, Vernonieae, Tephritidae 
 
Introdução 
A capacidade dos insetos de se alimentar de diferentes plantas é reconhecidamente um 
gatilho importante no processo de diversificação e de especiação em insetos herbívoros (Mitter et 
al. 1988, Mopper 1996). Grande parte do ciclo de vida dos insetos herbívoros está ligado à planta 
hospedeira, a qual lhes fornece, além de recurso alimentar, um sítio de oviposição e abrigo contra 
inimigos naturais (Strong et al. 1984, Lewinsohn et al. 2005). Dada a elevada diversidade atual, 
tanto de plantas fanerógamas como dos insetos que delas se alimentam, mudanças de associação 
de insetos herbívoros com plantas têm sido consideradas explicações potenciais para a origem de 
aproximadamente metade da biodiversidade terrestre (Ehrlich & Raven 1964, Bernays & 
Graham 1988, Drès & Mallet 2002). O estudo de Bush (1969), que documentou a formação 
simpátrica de uma nova linhagem genética na mosca de frutas Rhagoletis pomonella (Walsh, 





revolucionou o entendimento do processo de especiação ecológica (Rundle & Nosil 2005, 
Matsubayashi et al. 2010), ou seja, a divergência devido a fatores ecológicos (Nosil et al. 2009). 
Esta proposta mudou o conceito dominante de especiação alopátrica, segundo o qual uma 
barreira geográfica seria indispensável para que se iniciasse o processo de divergência de 
linhagens intraespecíficas (Mayr 1947). Desde então, vários estudos, especialmente em espécies 
de importância econômica ou espécies modelo, demonstraram que populações de insetos 
herbívoros podem sofrer subdivisão em escala local a partir de sua associação com uma nova 
planta hospedeira e que tais eventos são mais comuns do que se pensava (Via 1999, Abrahamson 
et al. 2001, Hawthorne & Via 2001, Berlocher & Feder 2002, Drès & Mallet 2002, Bush & 
Butlin 2004, Janz et al. 2006, Feder & Forbes 2007, Peccoud et al. 2009, Feder et al. 2012, 
Silva-Brandão et al. 2018, Moffat et al. 2019).  
Vários mecanismos diferentes foram propostos para explicar a evolução do uso 
preferencial de hospedeiros por insetos herbívoros. A adoção de uma nova planta poderia 
promover acasalamento e oviposição preferenciais por filopatria (Craig et al. 1993, Via 1999, 
Funk et al. 2002) e, por consequência, possibilitaria a seleção de genótipos melhor adaptados a 
cada uma das plantas hospedeiras alternativas. Se estas preferências forem mantidas ao longo do 
tempo ecológico, o fluxo gênico entre as populações associadas às diferentes plantas hospedeiras 
poderia ser reduzido e as populações se tornariam isoladas reprodutivamente até o surgimento de 
duas linhagens especializadas, que podem evoluir para raças relacionadas ao hospedeiro (“host 
races”), subespécies ou mesmo para espécies distintas (Via 1999, Abrahamson et al. 2001, Heard 
2012; mas veja Feder et al. 2012). As plantas, por sua vez, teriam desenvolvido defesas, tanto 
químicas como morfológicas ou mecânicas, para fugir da herbivoria e restringir a expansão da 





adaptações particulares para determinadas plantas influenciariam a especialização dos insetos 
herbívoros em um subconjunto do espectro total das espécies hospedeiras coexistentes (Jaenike 
1990, Prado 1999, Bernays 1998, Agosta et al. 2010, Jorge et al. 2014). Além disso, as defesas 
das plantas poderiam impor um trade-off entre preferência e desempenho dos herbívoros 
associados (Cogni et al. 2011), e restringiriam a incorporação de novas espécies de planta ao 
conjunto de plantas hospedeiras potenciais para cada grupo de herbívoro. 
Um mecanismo evolutivo complementar considera que alguns insetos herbívoros são 
capazes de se associar a uma gama filogeneticamente ampla de plantas hospedeiras graças à 
plasticidade fenotípica que, mesmo sem diferenciação genética, pode ser suficiente para manter a 
polifagia de determinados herbívoros (Mooney & Agrawal 2008). No entanto, uma maior 
plasticidade fenotípica pode resultar de maior variabilidade genética e, nesse caso, a maior 
especialização poderia acarretar uma perda de variabilidade genética (Jaenike 1990, Hawthorne 
& Via 2001, Gloss et al. 2013). Alternativamente, as características distintas das plantas 
hospedeiras de espécies polífagas poderiam impor pressões seletivas diferenciais – portanto 
disruptivas – para seu uso; consequentemente, a seleção de diferentes características adaptativas 
poderia ser potencializada por isolamento reprodutivo entre populações associadas a diferentes 
plantas hospedeiras (Via 1999, Berlocher & Feder 2002, Funk et al. 2002, Funk 2010).  
Dentro destes diferentes cenários evolutivos, os insetos herbívoros variam drasticamente 
no grau de especialização ecológica, desde espécies que se alimentam unicamente de uma dada 
espécie de planta hospedeira (denominados monófagos ou monófagos estritos), até as polífagas, 
cujas plantas hospedeiras pertencem a táxons superiores distintos - usualmente, em famílias ou 
ordens diferentes (Bernays 1998, Prado & Lewinsohn 2004, Novotny et al. 2010, Forister et al. 





uma mesma espécie de herbívoro (Fox & Morrow 1981, Thompson 2005), devido a mudanças 
adaptativas das plantas que podem afetar negativamente a aptidão dos herbívoros em 
determinados locais (Agrawal 2001, Nosil et al. 2002, Thompson 2005). O desencontro espaço-
temporal entre o herbívoro e a espécie de planta hospedeira preferencial, originado pela 
distribuição restrita da planta (Prado 1999, Thompson 2005) ou pela separação fenológica entre 
plantas hospedeiras potenciais (Smith 1988, Craig et al. 1993, Saldamando-Benjumea et al. 
2014), também podem levar a diferenças geográficas no uso de recursos.  
No entanto, nem todos os insetos herbívoros apresentam este padrão de preferência 
geográfica. Insetos endófagos, cujas larvas se abrigam e se desenvolvem dentro de órgãos das 
plantas (folhas, caules e flores) têm alto grau de afinidade com suas plantas hospedeiras 
(Lewinsohn 1991, Prado 1999, Gaston et al. 1992, Pires & Guimarães 2013) e, 
consequentemente, se associam a um número restrito de espécies de plantas (Jaenike 1990). 
Como resultado, geralmente as plantas hospedeiras potenciais desses herbívoros são 
filogeneticamente e/ou quimicamente próximas, e a história evolutiva dos herbívoros poderá ser 
alterada devido a associação com uma nova espécie de planta (Janz et al. 2006, Agosta et al. 
2010), principalmente se os atributos dessa planta forem muito diferentes em relação às plantas 
comumente utilizadas (Berlocher & Feder 2002, Funk et al. 2002, Nosil et al. 2002, Funk 2010). 
No entanto, há muito a ser compreendido acerca da diferenciação genética associada ao 
hospedeiro em sistemas com associações naturalmente distribuídas e os resultados obtidos a 
partir desses sistemas forneceriam bases mais realísticas do processo de especiação ecológica na 
natureza. Assim, identificar novos sistemas e investigar a diferenciação genética dos insetos 





vertentes da ecologia evolutiva e teórica, bem como ser aplicada para outras áreas de 
investigação de interações parasitas-hospedeiros. 
Um sistema muito adequado ao estudo da evolução da interação entre herbívoros e suas 
plantas hospedeiras e de suas consequências nos padrões de diferenciação genética associada ao 
hospedeiro, reúne moscas endófagas de capítulos do gênero Tomoplagia Coquillett (Diptera: 
Tephritidae) e suas plantas hospedeiras na família Asteraceae (Lewinsohn 1991, Prado et al. 
2002, 2004). Tomoplagia é o gênero mais diverso e abundante de insetos com desenvolvimento 
da fase larval associado a capítulos de Asteraceae no Brasil (Prado et al. 2002), hábito prevalente 
entre as espécies do gênero cuja ecologia é conhecida, embora haja ao menos uma espécie 
formadora de galhas de caule (T. rudolphi, Aczél 1955). Estudos precedentes revelaram que as 
espécies de Tomoplagia apresentam uma grande variação no grau de especialização em suas 
plantas hospedeiras, desde espécies monófagas até aquelas com múltiplas hospedeiras dentro de 
uma ou mais subtribos (Lewinsohn 1991, Prado et al. 2002, 2004, Prado & Lewinsohn 2004). 
Mesmo as espécies de Tomoplagia associadas a maior número de plantas hospedeiras são 
comumente classificadas como especialistas de acordo com as definições usuais, em que a 
polifagia designa espécies cujas hospedeiras pertencem a famílias ou ordens distintas de plantas 
(Lewinsohn 1991, Bernays 1998, Prado & Lewinsohn 2004, Novotny et al. 2010, Forister et al. 
2014). Por essa razão, tais espécies podem ser designadas como herbívoros associados a 
múltiplas hospedeiras, ou ainda como oligófagas, quando suas plantas hospedeiras pertencem a 
um só gênero ou subtribo (Schoonhoven et al. 2005). Na escala relativa desse sistema em 
especial, em nossos estudos designamos como espécie polífaga dentro do gênero Tomoplagia 





Asteráceas, já que nenhuma delas tem hospedeiras confirmadas fora dessa família (Lewinsohn 
1991). 
Neste trabalho nós investigamos as associações entre espécies de Tomoplagia com suas 
principais hospedeiras pertencentes à tribo Vernonieae (Asteraceae), para estimar a diferenciação 
genética de populações coespecíficas de insetos herbívoros associadas a plantas hospedeiras 
distintas, em sua distribuição natural em diferentes localidades na Cadeia do Espinhaço 
meridional, em Minas Gerais. Muitas espécies de plantas são endêmicas da Cadeia do Espinhaço 
e variam em amplitude de distribuição geográfica desde espécies restritas a poucas manchas 
isoladas até aquelas amplamente distribuídas em toda a região (Collevatti et al. 2009, Jesus et al. 
2009, Silveira et al. 2015, Morellato & Silveira 2018). Estudos anteriores dimensionaram a  
amplitude de plantas hospedeiras utilizadas por espécies de Tomoplagia na região de maior 
diversidade conhecida dessas associações (Lewinsohn 1991, Prado 1999, Prado et al. 2002, 
2004). No presente estudo, investigamos se populações coespecíficas apresentam diferenciação 
genética entre plantas hospedeiras na mesma localidade (escala local) e entre localidades (escala 
regional). Dada a grande variação de especialização ecológica das espécies de Tomoplagia, 
esperamos que (i) insetos herbívoros monófagos apresentem baixa diferenciação genética dentro 
(escala local) e entre populações (escala regional) se comparados aos herbívoros oligófagos, uma 
vez que estão associados à mesma planta hospedeira em localidades com condições ambientais 
similares. Para as espécies oligófagas, se a associação com a planta hospedeira for mais 
importante para a diferenciação genética dos insetos herbívoros, esperamos que (ii) populações 
coespecíficas apresentem diferenciação genética moderada a forte entre plantas hospedeiras tanto 
em escala local como em escala regional. Por outro lado, como as comunidades locais de plantas 





extensão da Cadeia do Espinhaço (Prado 1999, Collevatti et al. 2009, Silveira et al. 2015), dessa 
forma, se a distribuição geográfica das associações for mais importante para a diferenciação 
genética de populações coespecíficas de Tomoplagia, esperamos que (iii) a maior diferenciação 
genética ocorra entre populações oriundas de diferentes localidades e que exista sinais de 
isolamento por distância.  
 
Material e Métodos 
Desenho amostral 
Para definir as localidades e os períodos do ano mais adequados para uma ampla 
amostragem de espécies de plantas hospedeiras e, consequentemente, de espécies de Tomoplagia 
associadas, avaliamos a distribuição geográfica das interações entre Tomoplagia e suas plantas 
hospedeiras, bem como os períodos de floração das plantas, na base de dados do Laboratório de 
Interações Insetos-Plantas (Departamento de Biologia Animal, Universidade Estadual de 
Campinas). Amostramos as plantas hospedeiras potenciais em diferentes localidades da Cadeia 
do Espinhaço situadas no estado de Minas Gerais (Apêndice 1), nas quais a ocorrência das 
interações era conhecida. Essas localidades compreendem unidades de conservação (Parques 
Estaduais da Serra do Cabral, da Serra Negra, do Biribiri e do Rio Preto) e áreas particulares 
localizadas na Serra do Cipó e nos distritos de Guinda e Conselheiro Mata. As áreas dos parques 
do Biribiri e do Rio Preto não haviam sido amostradas anteriormente e, portanto, representam 
novos registros de ocorrência de interações de Tomoplagia e Asteraceae. As amostragens foram 
realizadas em maio e agosto de 2016 e de junho a setembro de 2017, com um total aproximado 
de 850 horas de percurso das áreas e de coleta de amostras de populações de plantas hospedeiras 





excluídas do estudo após as visitas iniciais, todas as localidades foram visitadas ao menos seis 
vezes. 
Coletamos amostras populacionais de capítulos de todas as espécies de Asteraceae 
pertencentes à tribo Vernonieae presentes em cada localidade e os armazenamos em potes 
plásticos (com volume de 0,5 L ou de 3 L) com uma tampa ventilada por malha fina de nylon, 
seguindo procedimentos estabelecidos por Lewinsohn (1991). Dessa forma, cada amostra foi 
composta por capítulos de vários indivíduos de uma população da mesma espécie de planta. 
Sempre que possível, as plantas foram amostradas em pelo menos três áreas na mesma 
localidade, distantes ao menos um quilômetro um do outro; todas as coletas locais foram 
mantidas separadas. Os capítulos foram coletados na fase de antese até o início de senescência, e 
sua quantidade variou conforme a disponibilidade local das espécies e o tamanho de seus 
capítulos. Para todas as populações coletadas, foram prensadas exsicatas como testemunho. As 
plantas hospedeiras foram identificadas por comparação na coleção de referência do Laboratório 
de Interações Inseto-Planta e por chaves de identificação (Keeley et al. 2007, Funk et al. 2009). 
Espécies incertas foram designadas como morfoespécies em seus respectivos gêneros, porém, 
todas as espécies que são hospedeiras importantes e abundantes para Tomoplagia foram 
identificadas até espécie. 
As amostras de capítulos foram mantidas em laboratório e examinadas a cada 48 horas 
para separar e contar os indivíduos adultos de Tomoplagia. A duração mínima do período de 
triagem foi de 30 dias e somente foi encerrada após 15 dias sem emergência de Tomoplagia na 
amostra. Os espécimes adultos foram identificados até espécie com auxílio das chaves de 
identificação de Aczél (1955) e Prado et al. (2004) e confirmados quando necessário por Paulo 





conservados em álcool PA 99,6% em congelador a -20° C. Como frequentemente observado para 
espécies tropicais, a maioria das espécies de Tomoplagia ocorre em baixa frequência nas 
populações locais. Por este motivo, somente para as espécies T. grandis Prado, Norrbom & 
Lewinsohn, 2004, T. bicolor Prado, Norrbom & Lewinsohn, 2004 e T. incompleta (Williston, 
1896) foram obtidos números amostrais suficientes em diferentes plantas hospedeiras e 
localidades (Apêndice 2) e, por esse motivo, essas espécies foram investigadas quanto à sua 
diferenciação genética local e regional.  
 
Extração de DNA  
Ao todo, 40, 178 e 154 indivíduos foram incluídos nas análises genéticas de T. grandis, 
T. bicolor e T. incompleta, respectivamente (Tabela 1). O DNA genômico de todos os indivíduos 
foi extraído de acordo com o procedimento padrão do kit de extração DNeasy Blood and Tissue 
(Qiagen AG) e armazenado como solução estoque (100 µL) a -20°C. A concentração de DNA 
foi estimada com um espectrofotômetro UV NanoDrop (Techno Scientific) e padronizada para 5 
ηg/µL para os procedimentos de genotipagem. 
 
Amplificação e genotipagem dos locos microssatélites  
Os indivíduos pertencentes às três espécies de Tomoplagia foram genotipados em doze 
locos microssatélites nucleares, obtidos de bibliotecas construídas especificamente para cada 
espécie, os quais foram amplificados por reação em cadeia da polimerase (PCR) em acordo com 
os protocolos descritos em Leal et al. (em preparação; cap. 2). Os oligonucleotídeos iniciadores 
diretos de todos os locos foram sintetizados com a adição de uma cauda M13 
(TGTAAAACGACGGCCAGT) na extremidade 5’, para anelamento dos fluoróforos FAM, VIC, 





foi designada uma fluorescência. As amostras amplificadas foram submetidas a corrida em gel de 
agarose 1,5 % com tampão Tris-acetato (TAE) 50 mM (pH 7,5 - 7,8).  
As reações de PCR foram diluídas (10-20%) e em seguida combinadas em um multiplex 
com quatro locos marcados pelas diferentes fluorescências para a genotipagem em um 
sequenciador automático ABI 3500xL (Life Technologies). O marcador Liz GeneScan 600 (Life 
Technologies) foi utilizado como padrão de peso molecular para as genotipagens. A leitura dos 
eletroferogramas foi realizada com o plugin para análise de microssatélites no programa 
Geneious Prime v. 2019.0.4 (Kearse et al. 2012). Os alelos foram determinados de acordo com o 
tamanho (peak calling), e bins foram sobrepostos aos picos de fluorescência para a identificação 
e padronização dos alelos. A presença de alelos nulos e outros erros de genotipagem foram 
conferidos no programa Micro-Checker (Van Oosterhout et al. 2004). 
 
Análises de diversidade e estruturação genética  
 Para avaliar a diversidade e a diferenciação genética devido à associação com as plantas 
hospedeiras e à distribuição geográfica, definimos as populações avaliadas como conjuntos de 
indivíduos de mesma espécie de Tomoplagia obtidos de cada planta hospedeira em uma dada 
localidade, ou seja, populações locais associadas às plantas hospedeiras (“host-associated 
populations”, Craig et al. 1993, Driscoe et al. 2019). Dessa forma, três populações foram 
analisadas para a espécie monófaga T. grandis (uma planta hospedeira em três localidades), nove 
para T. bicolor (sete plantas hospedeiras em três localidades) e nove para T. incompleta (três 
plantas hospedeiras em quatro localidades; Tabela 1).  
Para avaliar a variabilidade genética nestas populações, estimamos as heterozigosidades 
observada e esperada com o pacote hierfstat (Goudet 2005), o número de alelos por população e 





raros por locos (frequência ≤ 0,05) no R (R Core Team 2014). O teste exato de Fisher foi 
aplicado para detectar desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada espécie e foi 
executado com o pacote pegas (Paradis 2010). O coeficiente de endogamia de Wright (FIS) e o 
intervalo de confiança de 95% baseado em 10.000 iterações de bootstrap foram estimados com o 
pacote hierfstat. Quanto mais alto o valor do FIS, maior a perda de variabilidade genética devido 
ao pequeno tamanho populacional e à endogamia. Os valores de FIS foram calculados para cada 
população das três espécies e o valor médio foi obtido por espécie.  
Estimamos o índice de fixação (FST) de acordo com Weir & Cockerham (1984) para 
avaliar a estrutura genética entre pares de populações na mesma localidade e em localidades 
distintas. A estimativa do FST e o teste de significância baseado em 10.000 iterações bootstrap 
foram calculados com o pacote diveRsity (Keenan et al. 2013). Construímos um heat map, com o 
pacote ggplot2, para representar graficamente as estimativas de FST pareado para as três espécies. 
A distribuição hierárquica da variação dentro e entre populações de mesma espécie foi avaliada 
por análise de variância molecular (AMOVA; Excoffier et al. 1992) e a significância da 
divergência foi testada com 20.000 permutações realizadas com o pacote poppr (Kamvar et al. 
2014). Para T. grandis, os agrupamentos testados foram (1) indivíduos de mesma planta 
hospedeira em escala local e (2) indivíduos de mesma planta hospedeira em diferentes 
localidades. Para T. bicolor e T. incompleta, os agrupamentos testados foram (1) indivíduos de 
mesma planta hospedeira em escala local, (2) indivíduos de plantas hospedeiras diferentes em 
escala local, e (3) indivíduos de plantas hospedeiras diferentes em escala regional. 
Também avaliamos a estrutura genética populacional de cada espécie de Tomoplagia a 
partir de uma análise discriminante de componentes principais (DAPC; Jombart et al. 2010), 





principais com a análise discriminante e não pressupõe o equilíbrio de Hardy-Weinberg  nem 
desequilíbrio de ligações (Jombart et al. 2010). Na DAPC é realizada uma busca por funções 
discriminantes, a partir da combinação linear dos alelos, que maximizem a variação entre grupos 
e minimizem a variação dentro dos grupos. O número de agrupamentos de indivíduos deve ser 
fornecido a priori na DAPC, e foi obtido sem informações prévia pela função find.cluster. 
Diferentes números de agrupamentos (K) são testados sequencialmente; os valores de Critério de 
Informação Bayesiano (BIC) para cada valor de K são comparados e o K com menor valor de 
BIC indica o melhor número de grupos genéticos, com menor divergência dos dados em relação 
ao modelo. Com a DAPC, os indivíduos de cada espécie de Tomoplagia foram atribuídos aos 
grupos genéticos (diferentemente da estrutura genética obtida pela estimativa de FST, na qual 
assumimos que os indivíduos criados de cada espécie de planta hospedeira em cada localidade é 
uma população); subsequentemente, avaliamos a similaridade genética de populações 
coespecíficas associadas a diferentes plantas hospedeiras e localidades.  
Por fim, avaliamos o padrão de isolamento genético por distância a partir da correlação 
de duas matrizes de distância genética (Nei 1972) e distância geográfica entre pares de 




Nossa amostragem incluiu grande parte das espécies hospedeiras de Tomoplagia e 
confirmou que T. grandis, T. bicolor e T. incompleta possuem diferentes padrões de associação 
com as plantas hospedeiras em escala local e regional (Apêndice 2). T. grandis é uma espécie 





quais essa espécie foi amostrada, encontramos menos indivíduos em Biribiri (n = 8) e mais 
indivíduos em Rio Preto (n = 17). No P.E. Biribiri encontramos uma grande mancha de L. 
buddleiifolius, mas não obtivemos nenhum adulto de Tomoplagia. 
Tomoplagia bicolor e T. incompleta estão associadas a múltiplas plantas hospedeiras em 
escala local, mas diferem na amplitude de associação em escala regional. T. bicolor foi 
encontrada principalmente em plantas dos gêneros Minasia e Lychnophora e em Eremanthus 
elaeagnus, todas da subtribo Lychnophorinae, e mantém associação com diferentes espécies 
dentro desses gêneros em diferentes localidades (Apêndice 2). A população com maior número 
de indivíduos de T. bicolor foi proveniente de plantas hospedeiras do gênero Minasia e, entre as 
populações utilizadas no estudo genético, encontramos um número semelhante de indivíduos 
entre as demais espécies hospedeiras e localidades. 
T. incompleta mantém associações com as mesmas espécies hospedeiras locais no âmbito 
regional, Echinocoryne schwenkiifolia, Lepidaploa rufogrisea e L. spixiana, todas da subtribo 
Lepidaploinae e amplamente distribuídas nas localidades que amostramos. O número de 
indivíduos de T. incompleta foi maior em E. schwenkiifolia e L. rufogrisea e menor em L. 
spixiana; entre as localidades, a Serra da Guiné apresentou o menor número de indivíduos 
(Apêndice 2). Na Tabela 1 mostramos as populações que foram utilizadas nas análises genéticas. 
 
Genotipagem dos locos microssatélites e análises de diversidade e estruturação genética  
O teste para estimar erros de genotipagem com o programa Micro-Checker revelou a 
presença de alelos nulos em todas as populações avaliadas de T. grandis, T. bicolor e T. 
incompleta, mas não em todos os locos. Uma parte dos alelos nulos ocorreu devido a erros na 





entanto, poucos locos permaneceram com alelos nulos mesmo sem a detecção de erros de 
genotipagem. Além disso, o programa Micro-Checker indicou um excesso de indivíduos 
homozigotos em alguns locos também nas três espécies. 
 O número de locos analisados para as três espécies foi o mesmo (n = 12), no entanto, o 
número de indivíduos avaliados de T. grandis foi menor se comparado ao número de T. bicolor e 
T. incompleta. As variáveis utilizadas para avaliar a diversidade genética intrapopulacional das 
três espécies de Tomoplagia estão resumidas por população na Tabela 2 e por loco no Apêndice 
3. A riqueza total e a riqueza média de alelos por loco variaram entre as espécies de Tomoplagia, 
sendo maior nas populações de T. incompleta (total de 54 a 124 alelos, média de 4,5 a 10 alelos 
por loco), seguido pelas populações de T. bicolor (total de 47 a 114 alelos, 4 a 9,5 alelos por 
loco) e menor número nas populações de T. grandis (total de 64 a 83 alelos, média de 5 a 7 alelos 
por loco). O número de alelos raros variou entre 23 a 36 nas populações de T. grandis, entre 8 a 
43 nas populações de T. incompleta e entre 9 a 43 nas populações de T. bicolor. Encontramos um 
desvio das frequências alélicas observadas em relação às esperadas no equilíbrio de Hardy-
Weinberg para as três espécies (T. grandis: t = 5,31, p < 0,001; T. bicolor: t = 3,84, p = 0,001; T. 
incompleta: t = 12,19, p < 0,001), sempre com valores observados inferiores aos esperados. 
Também encontramos altos valores do coeficiente de endogamia (FIS) nas três espécies (T. 
grandis: 0,47, T. bicolor: 0,51, T. incompleta: 0,59), o que indica excesso de homozigotos, como 
revelado no Micro-Checker para alguns locos. Os valores do FIS são mostrados por população de 
cada espécie, com os respectivos intervalos de confiança (Tabela 2), e por loco para cada 
população avaliada (Apêndice 3).  
Na espécie monófaga T. grandis encontramos estrutura genética fraca entre as populações 





Biribiri e Serra do Cabral (FST = 0,05) e do Biribiri e Rio Preto (FST = 0.05; Fig. 1A). Os 
intervalos de confiança do FST pareado entre populações são mostrados no Apêndice 4. O FST 
global entre as três populações de T. grandis foi de 0,02. Na partição hierárquica da variância 
genética estimada por meio de uma AMOVA, 95% da variação genética está presente dentro das 
populações, com baixa variação entre populações diferentes (Tabela 3). 
 Conforme o Critério de Informação Bayesiano (BIC) dos valores testados de K (1 a 8) na 
análise de DAPC, inferimos a existência de dois grupos genéticos entre os indivíduos de T. 
grandis obtidos das três populações (Fig. 2A), e a DAPC foi realizada com esse número de 
grupos. Na análise de componentes principais (PCA) 12 eixos corresponderam a um total de 
69% da variância, com 38% no primeiro eixo; no entanto, com n = 41, no máximo 5 eixos 
poderiam ser mantidos. Na análise discriminante foi retido um eixo com autovalor de 221,7. A 
atribuição dos indivíduos das três populações de T. grandis aos dois grupos genéticos 
demonstrou uma ausência de estrutura genética geográfica entre as populações avaliadas (Fig. 3). 
A correlação entre as matrizes de distância genética e distância geográfica estimada com um 
teste de Mantel não indicou isolamento por distância para T. grandis (r = 0,55, p = 0,35, 
Apêndice 5). Portanto, a diferenciação genética entre populações não pode ser explicada pela 
distância geográfica entre elas. 
Em T. bicolor, espécie associada a diferentes espécies de plantas hospedeiras em 
localidades distintas, encontramos estrutura genética fraca a moderada entre as populações 
estudadas (Fig. 1B). Na escala local, houve estrutura genética moderada entre as populações 
associadas a Minasia pereirae e Eremanthus elaeagnus em Conselheiro Mata (FST = 0,07; Fig. 
1B). Em escala regional, encontramos estrutura genética moderada entre populações oriundas de 





no Biribiri (FST = 0,07) e na Serra do Cabral (FST = 0,05; Fig. 1B). Também em escala regional, 
encontramos estrutura genética moderada entre a população oriunda de M. pereirae em 
Conselheiro Mata em relação às populações associadas a outras espécies de plantas hospedeiras 
em localidades diferentes, com valores de FST entre 0,05-0,08 (Fig. 1B). Os intervalos de 
confiança do FST pareado entre populações são mostrados no Apêndice 4. O FST global entre as 
nove populações de T. bicolor foi de 0,02. De acordo com a AMOVA (Tabela 3), a maior parte 
da variância (94%) corresponde a variação genética entre indivíduos dentro das populações, 
quase sem diferenciação entre indivíduos de diferentes hospedeiras na mesma localidade, e 
pouca variação (5,7% da variância total) entre diferentes hospedeiras encontradas em localidades 
distintas. 
A comparação do BIC dos valores testados de K (1 a 15) indicou a presença de três 
grupos genéticos nos indivíduos amostrados de T. bicolor (Fig. 2B) e a DAPC foi realizada com 
esse número de grupos. Na PCA foram retidos 30 eixos que corresponderam a um total de 77% 
da variância, 38%. Na análise discriminante foram retidos dois eixos com autovalores 
correspondentes a 748,2 e 290,1. A atribuição dos indivíduos das nove populações de T. bicolor 
aos três grupos genéticos indica ausência de estruturação genética ligada a plantas hospedeiras 
nas escalas local e regional (Fig. 4). Na Serra do Cabral, a proporção de indivíduos por grupo 
genético foi equitativa entre as espécies de plantas hospedeiras. No entanto, no Biribiri e em 
Conselheiro Mata indivíduos foram atribuídos aos três grupos genéticos em proporções 
diferentes entre as plantas hospedeiras. A correlação de Mantel entre as matrizes de distância 
genética e distância geográfica indica um papel significativo de distância geográfica na 





Para T. incompleta, espécie associada às mesmas plantas hospedeiras em localidades 
distintas, encontramos estrutura genética fraca a moderada nas duas escalas do estudo. Na escala 
local, observamos estrutura genética moderada entre populações associadas a Lepidaploa 
spixiana e Echinocoryne schwenkiifolia na Serra da Guiné (FST = 0,09, Fig. 1C). Na escala 
regional, detectamos estrutura genética moderada entre populações associadas à mesma 
hospedeira, L. spixiana, em Conselheiro Mata e na Serra da Guiné (FST = 0,07, Fig. 1C). 
Também encontramos estrutura genética moderada entre populações associadas a espécies 
congenéricas, L. spixiana e L. rufogrisea, em diferentes localidades, respectivamente na Serra da 
Guiné e em Conselheiro Mata (FST = 0,06, Fig. 1C). Existe uma estrutura genética igualmente 
moderada entre populações de diferentes hospedeiras e localidades (Fig. 1C). Os intervalos de 
confiança do FST pareado entre populações são mostrados no Apêndice 4. O FST global entre as 
nove populações de T. incompleta foi de 0,02. A AMOVA indicou uma partição de variância 
semelhante à encontrada para T. bicolor, com a maior parte (95% do total) correspondendo à 
variação genética intrapopulacional, baixa variação (3,61%) entre herbívoros de diferentes 
hospedeiras na mesma localidade ou entre indivíduos da mesma hospedeira em diferentes 
localidades (Tabela 3). 
A comparação do BIC dos valores testados de K (1-15) indicou a existência de três 
grupos genéticos para os indivíduos de T. incompleta amostrados (Fig. 2C). Na PCA foram 
retidos 30 eixos que corresponderam a um total de 72% da variância. Na análise discriminante os 
dois primeiros eixos tiveram autovalores correspondentes a 606,6 e 302,0. A atribuição dos 
indivíduos das nove populações de T. incompleta aos três grupos genéticos não evidenciou forte 
estrutura genética entre plantas hospedeiras nas escalas local e regional (Fig. 5). Na Serra do 





hospedeiras. No Biribiri e em Conselheiro Mata, a proporção de indivíduos atribuídos aos três 
grupos genéticos variou entre as espécies de plantas hospedeiras. Os indivíduos obtidos da Serra 
da Guiné foram atribuídos a apenas dois grupos genéticos, com 87,5% dos indivíduos 
amostrados atribuídos a um único grupo genético (Fig. 5). Não identificamos isolamento por 
distância para T. incompleta (teste de Mantel, r = 0,0007, p = 0,45, Apêndice 5). 
 
Discussão 
A avaliação do padrão de distribuição da variabilidade genética dentro e entre populações 
de diferentes espécies de Tomoplagia endófagas de capítulos de plantas da família Asteraceae 
indicou diferenças na diversidade genética entre espécies de insetos herbívoros com diferentes 
níveis de especialização ecológica e a existência de estrutura genética moderada associada a 
diferentes plantas hospedeiras utilizadas por espécies oligófagas, tanto na escala local quanto 
regional. A distância geográfica entre populações, por outro lado, explica parcialmente parte da 
variabilidade genética de uma das espécies oligófagas estudadas, T. bicolor. 
A amostragem do presente estudo, agregada aos extensos levantamentos anteriores na 
mesma região (Prado et al. 2002, 2004), representam um rol abrangente de hospedeiras das 
espécies de Tomoplagia na tribo Vernonieae, o que permite reconhecer plantas hospedeiras 
usuais e outras espécies hospedeiras utilizadas apenas ocasionalmente. As interações que 
acrescentamos no presente estudo são consistentes com as registradas por Prado et al. (2002, 
2004), no entanto, criamos poucos indivíduos de T. incompleta de plantas do gênero 






Lewinsohn (1991) já havia destacado como a amplitude de distribuição das plantas 
hospedeiras é co-determinante das interações herbívoros-hospedeiros em diferentes comunidades 
locais. É importante salientar que os resultados que apresentamos mostram um retrato das 
interações em um período curto, ao passo que investigações de mais longo prazo podem elucidar 
mudanças em curso nas interações herbívoros-hospedeiros e, consequentemente, seus efeitos na 
diferenciação genética dos herbívoros em diferentes escalas espaciais. O reconhecimento de 
associações realizadas e potenciais dos herbívoros com plantas hospedeiras é essencial para 
avaliar diferenciação genética associada a plantas hospedeiras. Por exemplo, Peccoud et al. 
(2009), em um estudo abrangente de plantas hospedeiras do afídeo Acyrthosiphon pisum, 
mostraram que a estrutura genética desse herbívoro está associada a outras plantas hospedeiras 
além das anteriormente conhecidas (veja Via 1999, Ferrari et al. 2006). 
Neste estudo, avaliamos a diversidade genética intrapopulacional e a estrutura genética 
em populações de três espécies congenéricas de moscas endófagas do gênero Tomoplagia entre 
plantas hospedeiras naturalmente distribuídas em diferentes campos rupestres na Cadeia do 
Espinhaço Meridional. Como as espécies diferem no grau de especialização trófica, esperávamos 
encontrar maior diversidade genética nas espécies de insetos herbívoros oligófagas em relação à 
espécie monófaga (Gloss et al. 2013). De fato, o número de alelos total e o número médio de 
alelos por loco foi maior nas espécies oligófagas, no entanto, a amplitude desses valores foi 
maior nas espécies oligófagas. Dessa forma, a diferença no esforço amostral entre as três 
espécies (tanto do número de indivíduos como de populações avaliadas) pode ser responsável 
pela variação observada no número de alelos, sendo um equívoco atribuir essa variação somente 





maior nas populações de T. grandis, o que reitera que a diferença amostral pode ter efeito nos 
padrões de diversidade genética intraespecífica que observamos. 
Encontramos diferenças nos padrões de diferenciação genética nas espécies com graus 
distintos de especialização trófica, mas um resultado comum às três espécies foi a maior variação 
genética dentro de populações do que entre populações. Nossos resultados indicam que 
diferentes mecanismos podem levar à estrutura genética em populações naturais de espécies 
congenéricas, com importante papel da amplitude e sobreposição de distribuição de plantas 
hospedeiras no padrão de diferenciação genética. Todas as populações avaliadas de Tomoplagia 
grandis, T. bicolor e T. incompleta apresentaram altos valores de FIS, mas observamos excesso 
de heterozigotos em alguns locos de cada espécie de Tomoplagia (Apêndice 3, valores 
negativos). Esse resultado dá indícios possíveis da biologia desse grupo, ainda pouco conhecida, 
pois é provável que alguns indivíduos irmãos tenham sido criados dos mesmos indivíduos 
hospedeiros e utilizados nas análises, o que justificaria os altos valores de FIS. Por outro lado, 
esse resultado pode refletir a existência de endogamia apreciável nas populações de Tomoplagia.  
Para o herbívoro monófago Tomoplagia grandis, encontramos estrutura genética 
moderada e significativa, de acordo com os valores de FST, entre as populações da Serra do 
Cabral e do Rio Preto em relação à população do Biribiri, mas a DAPC não indicou estruturação 
geográfica entre os indivíduos. Não detectamos correlação de distância geográfica com 
diferenciação genética nessas populações; ao contrário, os indivíduos da população do Biribiri, 
localizada entre as duas outras localidades, são geneticamente mais distantes em relação às 
outras duas populações do que essas entre si, embora estejam mais afastadas. Isso pode indicar 
algum grau de continuidade na única espécie hospedeira conhecida desse herbívoro, 





contar somente com três localidades amostradas. É possível que o acréscimo de outras 
localidades evidencie um efeito da distância geográfica na diferenciação genética de T. grandis. 
Por exemplo, em um estudo que abrangeu uma maior extensão geográfica,  Prado et al. (2005) 
separaram genética e morfologicamente Tomoplagia reticulata e T. pallens, antes espécies 
crípticas associadas principalmente a Eremanthus glomerulatus. No estudo populacional dessas 
espécies, Abreu & Solferini (2008) encontraram estrutura genética entre populações de T. 
reticulata e T. pallens associadas a manchas de E. glomerulatus, e identificaram uma zona 
híbrida na localidade na qual essas espécies co-ocorrem. Como Yotoko et al. (2005) mostraram 
que a especialização ecológica em Tomoplagia não representa um fim de linha evolutivo, Prado 
et al. (2005) levantam a possibilidade de duas espécies de Tomoplagia surgirem a partir de uma 
espécie especializada. 
A ausência estrutura geográfica entre as populações de T. grandis pode indicar 
continuidade de dispersão das moscas entre as localidades, que diluiria qualquer diferenciação 
genética decorrente de respostas adaptativas locais. No entanto, a estrutura genética moderada da 
população do Biribiri em relação às outras duas populações é um indício de que algum fator 
tenha potencial de limitar o fluxo de indivíduos nessa localidade. A distribuição das plantas 
hospedeiras age como um limitante absoluto para a dispersão e sobrevivência de espécies 
monófagas (Jaenike 1990, Prado 1999, Hardy et al. 2016). A frequência de L. buddleiifolius nas 
diferentes localidades ou mesmo as correntes de vento das serras da Cadeia do Espinhaço podem 
estar envolvidos na diferenciação genética que observamos para T. grandis, pela capacidade de 
influenciar a direção de dispersão de indivíduos entre populações, a colonização de novos 
ambientes e até mesmo a associação com uma nova planta hospedeira (Dobzhansky 1973, Pasek 





localidades é nordeste (https://globalwindatlas.info/), o que pode interferir no fluxo de indivíduos 
entre as populações da Serra do Cabral e do Rio Preto em relação ao Biribiri, de modo que a 
população do Biribiri poderia se diferenciar geneticamente por meio de processos neutros como 
deriva genética (Coyne & Orr 2004). Além disso, como o Biribiri atualmente é cercado por áreas 
urbanizadas e pastagens, pode estar mais isolado do que as outras duas áreas. Um levantamento 
mais extenso e completo da distribuição geográfica de L. buddleiifolius permitirá aferir 
descontinuidades que possam levar à diferenciação genética, além de oferecer possibilidade de 
analisar a composição genética de outras populações de T. grandis. 
A diferenciação genética entre populações associadas a hospedeiros tem sido investigada 
em vários sistemas de interação parasita-hospedeiro, principalmente para espécies 
especializadas. Quanto mais íntima a relação dos organismos que interagem, maior a chance de 
que a associação com um novo hospedeiro em escala local altere a história evolutiva do parasita 
(Bush 1969, Abrahamson et al. 2001, Berlocher & Feder 2002, Drès & Mallet 2002, Feder & 
Forbes 2010, Heard 2012). No entanto, as particularidades dos sistemas estudados devem ser 
consideradas, pois restrições preexistentes podem interferir na associação com uma nova espécie 
de planta e, consequentemente, na diversificação de linhagens intraespecíficas. Nesse sentido, 
uma das bases da monofagia de T. grandis em L. buddleiifolius pode ser estrutural, pois as pupas 
possuem tamanho igual ou superior ao dos capítulos da maioria de espécies de Vernonieae, o que 
as exclui como hospedeiras (“interações proibidas”, no sentido de Jordano et al. 2003, Olesen et 
al. 2011). Observamos a ocorrência de Lessingianthus coriaceus, espécie com capítulos de 
tamanho similar aos de L. buddleiifolius, nas três localidades nas quais T. grandis foi coletada, 
mas não registramos interação com essa hospedeira. Portanto, restrições filogenéticas e/ou 





T. grandis para outras espécies hospedeiras (Oguro & Sakai 2015). Consequentemente, como 
toda espécie monófaga, a vulnerabilidade de T. grandis frente a perturbações naturais e/ou 
antrópicas está hoje completamente atrelada à resiliência de sua única planta hospedeira 
(Fonseca 2009). 
As duas outras espécies estudadas, Tomoplagia bicolor e T. incompleta, possuem menor 
tamanho corporal e utilizam conjuntos mais variados de espécies de plantas como hospedeiras. 
Poucos indivíduos de T. bicolor e de T. incompleta foram criados de outras espécies hospedeiras 
além das principais e esses não foram incorporados nas análises genéticas. Houve conservação 
filogenética na associação com hospedeiros alternativos aceitáveis, respectivamente de T. bicolor 
com hospedeiras da subtribo Lychnophorinae e de T. incompleta com hospedeiras da subtribo 
Lepidaploinae (Apêndice 2). Nossos resultados sugerem que as fêmeas dessas duas espécies 
oligófagas, dentro de seus conjuntos de hospedeiras, apresentam baixa fidelidade às espécies 
hospedeiras. Dessa forma, eventos de acasalamento e oviposição de uma mesma fêmea poderiam 
ocorrer em diferentes espécies dentro do espectro aceitável para o herbívoro, ou então fêmeas 
distintas poderiam se associar a hospedeiros localmente e temporalmente mais disponíveis 
(Lewinsohn et al. 2006). Essa menor fidelidade pode ser facilitada pelo conservadorismo 
químico a nível de gênero ou subtribo observado em muitos grupos de Asteraceae (Funk et al. 
2009, Lusa et al. 2016, Gallon et al. 2018), que poderia facultar a esses herbívoros a plasticidade 
de utilizar diferentes espécies de plantas filogenética e quimicamente próximas (Bernays 1999, 
Ueno et al. 2003). Dessa forma, o fluxo gênico decorrente do uso não preferencial de plantas 
hospedeiras por indivíduos da mesma população impediria a diferenciação genética das 





Algumas espécies de Minasia e Lychnophora, principais hospedeiras de T. bicolor, 
possuem distribuição restrita na cadeia do Espinhaço, caracterizada como distribuição micro-
endêmica (Collevatti et al. 2009, Jesus et al. 2009, Campos et al. 2019). A diversidade beta de 
plantas entre os campos rupestres estudados pode ser o principal fator que determina a 
especialização trófica de T. bicolor em diferentes locais de sua ocorrência. Encontramos 
estrutura genética moderada e significativa entre populações de T. bicolor associadas a diferentes 
plantas hospedeiras nas escalas local e regional. A principal diferenciação genética ocorreu entre 
a população associada a M. pereirae com populações associadas a espécies congenéricas ou de 
diferentes gêneros, evidenciada na comparação pareada de FST. Na DAPC encontramos indícios 
de estruturação genética das populações de T. bicolor. Observamos que os indivíduos de M. 
pereirae pertencem quase exclusivamente a um dos três grupos genéticos reconhecidos na 
DAPC. Esse resultado deve ser interpretado com cautela, visto que poucos indivíduos foram 
analisados, e esses podem ser estreitamente aparentados ou mesmo pertencerem à mesma 
ninhada. Ainda assim, essa diferenciação genética sugere que essa população possa estar em 
processo de especialização local em M. pereirae (Hardy et al. 2016) e, devido a isso, o fluxo 
gênico com indivíduos de populações associados a outras espécies hospedeiras seja de fato 
reduzido. Os indivíduos criados de Lychnophora tomentosa também foram atribuídos 
majoritariamente a um dos grupos genéticos da DAPC, mas no geral observamos fraca 
diferenciação genética nas comparações pareadas com as demais populações, em escala tanto 
local como regional.  
Nossos resultados para T. bicolor sugerem que a associação com múltiplas hospedeiras 
de amplitude geográfica restrita pode representar um importante mecanismo para diversificação 





distribuição das mesmas espécies hospedeiras, mas seria marcada por comutações 
comportamentais de busca e seleção para oviposição entre plantas hospedeiras potenciais em 
cada localidade. Essa forma descontínua de associação com espécies hospedeiras pode reduzir a 
dispersão de indivíduos e promover algum nível de especialização local por deriva em insetos 
herbívoros oligófagos (Hardy et al. 2016), o que pode gerar diferenciação genética associada a 
hospedeiros em espécies com algum grau de isolamento geográfico (Goyer et al. 1995, 
Thompson 2005, Craft et al. 2010). Provavelmente, a distribuição das plantas hospedeiras e o 
padrão de associação das moscas com as plantas hospedeiras em escala regional têm um efeito 
importante no padrão de isolamento por distância que encontramos em T. bicolor. Em 
Hyphantria cunea (Lepidoptera: Erebidae) nos Estados Unidos, Vidal et al. (2019) 
demonstraram que a distância geográfica foi mais importante do que mudança de plantas 
hospedeiras para a diferenciação genética. Entretanto, essa mariposa é um dos casos mais 
extremos de polifagia conhecidos, com mais de 600 hospedeiros registrados; portanto, nesse caso 
particular, o inseto herbívoro deve ter grande plasticidade no uso de plantas hospedeiras (García-
Robledo & Horvitz 2012) e a diferenciação genética entre hospedeiras não é esperada.  
As plantas da cadeia do Espinhaço diferem em amplitude de distribuição geográfica, 
desde espécies endêmicas e micro-endêmicas até outras amplamente distribuídas (Collevatti et 
al. 2009, Silveira et al. 2015, Campos et al. 2019). Vários estudos relacionam a distribuição 
restrita e disjunta de parte das plantas do Espinhaço a variações climáticas que ocorreram no 
Pleistoceno, com expansão dos campos rupestres nos períodos secos e quentes e retração a locais 
propícios nos períodos úmidos e frios (Collevatti et al. 2009, Silveira et al. 2015, Morellato & 
Silveira 2018). Ao discutir a distribuição geográfica das interações de tefritídeos com plantas da 





hospedeira é o principal fator que determina a falta da associação em escala local, mas que 
plantas hospedeiras alternativas possibilitam estender a amplitude geográfica dos herbívoros 
endófagos. Isso significa que a distribuição de muitos tefritídeos é mais ampla que a de cada uma 
das espécies de plantas que os hospedam (Lewinsohn 1991, Lewinsohn et al. 2005), o que afeta a 
especialização trófica dos insetos em escala local e regional e, como mostramos para T. bicolor, 
pode atuar como mecanismo de isolamento e diferenciação genética de insetos herbívoros em 
escala regional.  
Tomoplagia incompleta também está associada a múltiplas plantas hospedeiras 
pertencentes principalmente à subtribo Lepidaploinae. As hospedeiras de T. incompleta são mais 
amplamente distribuídas que as hospedeiras de T. bicolor; assim, o fluxo de indivíduos de T. 
incompleta entre populações de localidades distintas pode ser favorecido pela continuidade 
geográfica de suas hospedeiras. Esse fator provavelmente restringe o isolamento por distância 
em T. incompleta, e corrobora a importância do distanciamento geográfico na diversificação de 
herbívoros associados a plantas hospedeiras geograficamente restritas. Populações coespecíficas 
de herbívoros oriundas das mesmas espécies hospedeiras em diferentes localidades permitem 
avaliar a diferenciação genética associada ao hospedeiro. No entanto, tais comparações retratam 
a história evolutiva de apenas parte dos diversos grupos herbívoros existentes.  
Encontramos estrutura genética moderada entre populações de T. incompleta associadas a 
diferentes espécies hospedeiras coocorrentes, como também entre hospedeiras congenéricas e 
coespecíficas em escala regional. No entanto, as populações de T. incompleta não estão 
estruturadas geneticamente, visto que os três grupos genéticos evidenciados na DAPC estão 
distribuídos em todas as localidades estudadas; no entanto, observamos atribuição nos três 





hospedeiras na Serra da Guiné pertencem quase exclusivamente a um dos três grupos genéticos 
da DAPC; também encontramos estrutura genética moderada e significativa entre essas duas 
populações com base nos valores de FST. Apesar de poucos indivíduos terem sido analisados 
dessas duas populações, esses resultados sugerem que algumas populações de T. incompleta 
possam se especializar localmente, ou mesmo que existam outros fatores, além do isolamento 
geográfico, que possuem a capacidade de reduzir o fluxo gênico entre populações. Dessa forma, 
variações adaptativas relacionadas ao uso das plantas hospedeiras podem ser relevantes para a 
diferenciação genética de insetos herbívoros associados a plantas hospedeiras amplamente 
distribuídas (Ehrlich & Raven 1964, Janz et al. 2006, Heard 2012). 
A origem de raças associadas a diferentes espécies hospedeiras tem sido estudada em 
vários aspectos para duas espécies de tefritídeos. Dessas, a raciação de Eurosta solidaginis está 
ligada ao uso de duas espécies de Asteraceae nativas, Solidago altissima e S. gigantea 
(Abrahamson & Weis 1997, Craig et al. 1997, Abrahamson et al. 2001, Moffat et al. 2019). O 
outro caso demonstra a diferenciação genética de Rhagoletis pomonella, cuja hospedeira nativa é 
Crataegus mollis, ao associar-se com uma planta hospedeira introduzida, a maçã, Malus pumila 
(Bush 1969, 1975, Feder et al. 1993, 1994, 2003). Para esses dois sistemas, cuja diferenciação 
genética tem sido estudada há décadas, a origem e manutenção do isolamento reprodutivo das 
populações associadas a diferentes espécies hospedeiras estão relacionadas ao acasalamento e 
oviposição preferenciais na espécie hospedeira da qual houve emergência do herbívoro (Bush 
1969, Feder et al. 1994, Abrahamson 2001), à aptidão e adaptação fisiológica da prole (Heard 
2012), e ao desencontro temporal devido a diferenças no período de emergência dos adultos 
associados a diferentes espécies com fenologias não-sincronizadas (Feder et al. 1993, 





Para posicionar nossos resultados em relação a estudos semelhantes, realizamos uma 
busca simplificada por artigos publicados até novembro de 2019 que continham o termo “host 
associated differentiation” no banco de dados Web of Science. Encontramos 84 artigos, dentre os 
quais selecionamos, aqueles que investigaram a diferenciação genética em insetos devido tanto à 
planta hospedeira como à distribuição geográfica. Os resultados são resumidos no Suplemento 
S2. Os grupos de herbívoros com diferentes hábitos (exófagos, sugadores folívoros mastigadores, 
e endófagos) foram avaliados tanto em ambientes terrestres como aquáticos (associados a 
macroalgas), e o efeito cascata foi avaliado em parasitoides de espécies de insetos herbívoros 
com raças já identificadas em diferentes espécies de plantas hospedeiras. Em herbívoros 
aquáticos não foi encontrada nenhuma diferenciação genética, provavelmente devido às ondas e 
correntes marinhas influenciarem a colonização das macroalgas ou também que não haja 
preferência desses herbívoros por hospedeiras (Johnston et al., 2012, Peres et al. 2019). Para 
galhadores e afídeos (e outros hemípteros), a diferenciação genética é mais frequente entre 
espécies de plantas hospedeiras. O estudo de Craft et al. (2010), assim como o presente estudo, 
avaliou a diferenciação genética em insetos herbívoros naturalmente distribuídos entre suas 
plantas hospedeiras; os resultados mostraram que a diferenciação entre plantas hospedeiras teve 
peso variável em relação a distância geográfica na diferenciação genética em 28 espécies de 
Lepidoptera com diferentes níveis de especialização trófica (Suplemento S2). A diversidade beta 
de plantas hospedeiras também influenciou o padrão de isolamento por distância para insetos 
herbívoros oligófagos a polífagos em Craft et al. (2010). 
Neste estudo, nossa expectativa de que a diversidade genética intrapopulacional e a 
diferenciação genética em insetos herbívoros monófagos fosse menor em comparação a espécies 





avaliadas da espécie monófaga pode ter influenciado os nossos resultados. Mostramos indícios 
de estruturação genética moderada associada à planta hospedeira para herbívoros oligófagos em 
escala local e regional, resultados que fortalecem a importância da associação com plantas 
hospedeiras na diversificação de insetos herbívoros. Sugerimos a proximidade química das 
plantas hospedeiras como um dos fatores para a possível falta de fidelidade filopátrica, ou 
plasticidade na escolha para oviposição, o que ajudaria a dar conta da estruturação genética fraca 
a moderada entre populações coespecíficas que observamos. Além disso, corroboramos a 
predição que a diversidade beta, junto com a distribuição restrita de espécies de plantas 
hospedeiras, podem ter papel relevante nos padrões de isolamento por distância em insetos 
herbívoros oligófagos. Por fim, ressaltamos que a avaliação do efeito de outros organismos nas 
interações herbívoros-hospedeiros, como inimigos naturais ou mesmo bactérias simbióticas dos 
herbívoros (Medina et al. 2011), pode agregar novas perspectivas aos estudos de diversificação 
em insetos herbívoros. 
Conclusão 
Mostramos que a relevância de diferentes mecanismos que determinam a diferenciação 
genética varia entre insetos herbívoros de mesmo gênero com níveis distintos de especialização 
em plantas hospedeiras. Diferenças de amplitude de distribuição geográfica das espécies de 
plantas afetam a especialização de insetos herbívoros associados a múltiplas plantas hospedeiras 
em escala regional; esse talvez seja o mecanismo responsável pelo padrão de diferenciação por 
distância encontrado apenas em Tomoplagia bicolor. Dessa forma, quanto maior a substituição 
de plantas hospedeiras utilizadas entre as localidades de uma região, mais os insetos herbívoros 
estarão sujeitos a processos de diversificação devido ao isolamento geográfico por distância 





associados a um mesmo conjunto de plantas hospedeiras dentro de uma região provavelmente 
estará sujeita a processos adaptativos locais. Reforçamos a importância de considerar variações 
ecológicas de sistemas hospedeiro-parasita (aí incluídos herbívoros) naturalmente distribuídos 
para elucidar como diferentes histórias evolutivas podem influenciar o surgimento de novas raças 
ou espécies. Essa importância é reforçada pelos diferentes padrões de diferenciação genética que 
encontramos de acordo com o grau de especialização ecológica de insetos herbívoros 
aparentados. Por fim, as características ecológicas das interações Tomoplagia-Vernonieae 
demonstram que a expansão das interações com novas plantas é possível e tornam esse sistema 
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Tabela 1. Número de indivíduos de três espécies de Tomoplagia amostradas. As populações 
deste estudo consistiram de indivíduos criados por espécie de planta hospedeira e por localidade. 
O número de indivíduos avaliados é mostrado por planta hospedeira e por localidade. (CM) 
Conselheiro Mata, (BB) Biribiri, RP (Rio Preto), (SC) Serra do Cabral e (SG) Serra da Guiné. 
          
Herbívoros Plantas hospedeiras Localidades Total 
 Espécies Subtribo CM BB RP SC SG  
T. bicolor Eremanthus elaeagnus (Mart. ex DC.) Sch.Bip. Lychnophorinae 21     25   46 
 Lychnophora markgravii G.M.Barroso     25  25 
 Lychnophora tomentosa (Mart. ex DC.) Sch.Bip.   16    16 
 Lychnophoriopsis candelabrum (Sch.Bip.) H.Rob.     9  9 
 Minasia alpestris (Gardner) H.Rob.  25     25 
 Minasia pereirae H.Rob.  8     8 
 Minasia scapigera H.Rob.   25  25  50 
T. grandis Lessingianthus buddleiifolius (Mart. ex DC.) H.Rob. Lepidaploinae  8 17 15  40 
T. incompleta Echinocoryne schwenkiifolia (Mart. ex DC.) H. Rob. Lepidaploinae 24 15  25 8 86 
 Lepidaploa rufogrisea (A. St.-Hil.) H.Rob.  10 18  25  53 
 Lepidaploa spixiana (Mart. ex DC.) H.Rob.  14    7 21 
                  






Tabela 2. Estimativas de diversidade alélica de populações de três espécies de Tomoplagia 
(Tephritidae) criadas de plantas hospedeiras (Asteraceae: Vernonieae) na Cadeia do Espinhaço 
em Minas Gerais. 

























T. grandis Biribiri Lessingianthus buddleiifolius 8 12 64 5,33 12 23 0,46 0,32 0,60 
 Rio Preto Lessingianthus buddleiifolius 17 12 77 6,41 18 35 0,35 0,22 0,53 
 Serra do Cabral Lessingianthus buddleiifolius 15 12 83 6,91 18 36 0,47 0,26 0,67 
            
T. bicolor Biribiri Lychnophora tomentosa 15 12 73 6,08 1 15 0,53 0,32 0,71 
 Biribiri Minasia scapigera 25 12 103 8,58 13 33 0,50 0,30 0,64 
 Conselheiro Mata Eremanthus elaeagnus 21 12 86 7,17 6 25 0,49 0,30 0,67 
 Conselheiro Mata Minasia alpestris 25 12 92 7,67 7 25 0,50 0,30 0,69 
 Conselheiro Mata Minasia pereirae 8 12 47 3,92 0 8 0,51 0,23 0,70 
 Serra do Cabral Eremanthus elaeagnus 25 12 114 9,50 13 43 0,49 0,31 0,68 
 Serra do Cabral 
Lychnophoriopsis 
candelabrum 9 12 67 5,58 5 24 0,49 0,25 0,75 
 Serra do Cabral Lychnophora markgravii 25 12 101 8,41 8 35 0,57 0,35 0,73 
 Serra do Cabral Minasia scapigera 25 12 100 8,33 9 33 0,43 0,25 0,60 
            
T. incompleta Biribiri Echinocoryne schwenkiifolia 15 12 86 7,17 1 18 0,54 0,50 0,67 
 Biribiri Lepidaploa rufogrisea 22 12 99 8,25 9 26 0,62 0,52 0,74 
 Conselheiro Mata Echinocoryne schwenkiifolia 24 12 114 9,5 11 34 0,61 0,51 0,74 
 Conselheiro Mata Lepidaploa rufogrisea 12 12 78 6,5 3 21 0,59 0,52 0,71 
 Conselheiro Mata Lepidaploa spixiana 14 12 90 7,5 7 28 0,57 0,47 0,70 
 Serra do Cabral Echinocoryne schwenkiifolia 26 12 115 9,58 13 39 0,68 0,61 0,76 
 Serra do Cabral Lepidaploa rufogrisea 26 12 124 10,33 12 43 0,58 0,49 0,67 
 Serra da Guiné Echinocoryne schwenkiifolia 8 12 54 4,5 1 9 0,52 0,35 0,75 
 Serra da Guiné Lepidaploa spixiana 7 12 54 4,5 1 13 0,47 0,41 0,62 
                       
            
N = número de indivíduos. 
Diversidade alélica: LA = locos analisados, A = número de alelos, RA = riqueza média de alelos 
por loco, AE = alelos exclusivos, AR = alelos raros (frequência ≤ 5%), FIS = coeficiente de 
endogamia de Wright, ll = valores inferiores do intervalo de confiança (0,025) e hl = valores 







Tabela 3. Análise Molecular de Variância (AMOVA) baseada na diversidade nuclear de 
marcadores microssatélites para três espécies do gênero Tomoplagia. A diversidade genética de 
T. grandis foi avaliada entre populações criadas de sua única hospedeira, Lessingianthus 
buddleiifolius, em diferentes localidades. A diversidade genética de T. bicolor foi avaliada entre 
populações criadas de diferentes espécies hospedeiras em localidades distintas. Já a diversidade 
genética de T. incompleta foi avaliada entre populações de mesmas espécies hospedeiras em 
localidades distintas.  
       
Espécie 
 
Fonte de variação 
 




T. grandis Entre populações de diferentes localidades  0.123 4.57 
 Dentro de populações por localidade 2.564 95.43 
    
T. bicolor Diferentes hospedeiras entre localidades  0.002 0.30 
 Diferentes hospedeiras na mesma localidade 0.036 5.69 
 Indivíduos de mesma localidade e hospedeira 0.597 94.01 
    
T. incompleta Diferentes hospedeiras entre localidades 0.017 0.98 
 Diferentes hospedeiras na mesma localidade 0.066 3.61 
 Indivíduos de mesma localidade e hospedeira 1.743 95.41 









Figura 1. Estimativas de FST pareado (Weir & Cockerham 1984, triângulo superior) e heat map 
dos valores de FST (triângulo inferior) entre populações de insetos endófagos de capítulos de 
Asteraceae na Cadeia do Espinhaço localizada no estado de Minas Gerais. (A) Tomoplagia 
grandis, monófaga em Lessingianthus buddleiifolius (B) T. bicolor, oligófaga associada a 
diferentes plantas em localidades distintas e (C) T. incompleta, oligófaga associada às mesmas 


















Figura 2. Distribuição de indivíduos, baseada em 12 locos microssatélites, entre os grupos 
genéticos estabelecidos na Análise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) para três 
espécies de Tomoplagia (Tephritidae) criadas de suas plantas hospedeiras (Asteraceae: 
Vernonieae) na Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais. As diferentes cores em cada gráfico 
representam os grupos genéticos identificados na DAPC. (A) T. grandis, monófaga em 
Lessingianthus buddleiifolius, (B) T. bicolor, herbívoro oligófago especializado em espécies de 
poucos gêneros da subtribo Lychnophorinae e (C) T. incompleta, herbívoro oligófago 
especializado em espécies de diferentes gêneros da subtribo Lepidaploinae. Os grupos não 
correspondem a localidades distintas (A) nem a localidades e/ou plantas hospedeiras distintas (B 







Figura 3. Proporção de indivíduos de Tomoplagia grandis em cada localidade de coleta 
atribuídos a cada grupo genético obtido na Análise Discriminante de Componentes Principais 
(DAPC, K = 2). Cada cor representa um grupo genético e as localidades são campos rupestres da 
Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais. (SC) Parque Estadual da Serra do Cabral, (BB) P.E. do 








Figura 4. Proporção de indivíduos de Tomoplagia bicolor, mosca herbívora associada a 
múltiplas plantas hospedeiras da subtribo Lychnophorinae, atribuídos a cada grupo genético 
obtido na Análise Discriminante de Componentes Principais (DAPC, K = 3). Cada cor representa 
um grupo genético e as localidades são campos rupestres da Cadeia do Espinhaço em Minas 
Gerais. (SC) Parque Estadual da Serra do Cabral, (BB) P.E. do Biribiri e (CM) Conselheiro 
Mata. A proporção de indivíduos em cada grupo genético também é mostrada por espécie de 
planta hospedeira em cada localidade: (Ee) Eremanthus elaeagnus, (Ms) Minasia scapigera, (Lc) 
Lychnophoriopsis candelabrum, (Lm) Lychnophora markgravii, (Lt) L. tomentosa, (Mp) M. 








Figura 5 Proporção de indivíduos de Tomoplagia incompleta, mosca herbívora associada a 
múltiplas plantas hospedeiras da subtribo Lepidaploinae, atribuídos a cada grupo genético obtido 
na Análise Discriminante de Componentes Principais (DAPC, K = 3). Cada cor representa um 
grupo genético e as localidades são campos rupestres da Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais. 
(SC) Parque Estadual da Serra do Cabral, (SG) Serra da Guiné, (BB) P.E. do Biribiri e (CM) 
Conselheiro Mata. A proporção de indivíduos em cada grupo genético também é mostrada por 
espécie de planta hospedeira em cada localidade: (Es) Echinocoryne schwenkiifolia, (Lr) 






S1 Efeito da distância geográfica na distância genética entre populações de Tomoplagia bicolor 
criados de diferentes espécies hospedeiras da tribo Vernonieae na Cadeia do Espinhaço 
meridional. A regressão linear mostrada é apenas indicativa, pois os pontos (que representam 
pares de populações hospedeiras) não são todos independentes. Os valores de r e p mostrados são 







S2 Síntese da literatura publicada até novembro de 2019 que investigou a diferenciação genética associada ao hospedeiro e à 
distribuição geográfica para diferentes grupos de herbívoros. Os estudos foram selecionados pela busca do termo “Host associated 
differentiation” na base de dados Web of Science. E (espécie), G (gêneros), F (famílias), AU (ausente), PH (planta hospedeira), GE 
(geográfico). 
            
Referência Ordem Herbívoro Associação Hospedeiros Estrutura genética  Marcador 
        E G F AU PH GE   
Antwi et al. 2015 Hemiptera Pseudatomoscelis seriatus  sugador 13 11 7 x   AFLP 
Barman et al. 2012 Hemiptera Pseudatomoscelis seriatus  sugador 3 3 3  x x AFLP 
Craft et al.  2010* Lepidoptera Spp (monófagos) folívoro - - -  x x COI 
 Lepidoptera Spp (oligófagos) folívoro - - - x x x  
 Lepidoptera Spp (polífagos) folívoro - - - x x x  
Danon et al. 2017 Diptera Dasyneuriola sp.  galhador 2 1 1  x x COI, AFLP 
Dickey & Medina 2010 Hemiptera Monelliopsis pecanis  sugador 2 1 1  x  AFLP 
 Lepidoptera Gretchena bolliana  broca de meristema 2 1 1 x   AFLP 
Downey & Nice 2013 Lepidoptera Mitoura gryneus  
folívoro 
3 1 1  x  
COI e II, 
AFLP 
Driscoe et al. 2019 Hymenoptera Belonocnema treatae  galhador 3 1 1  x x GBS/SNP 
Goyer et al. 1995 Lepidoptera Archips argyrospila  folívoro 4 3 3  x x Eletroforese 
Johnston et al. 2012 Neogastropoda Coralliophila abbreviata coralívoro 3 3 3 x   SSR, cyt b 
Juárez et al. 2014 Lepidoptera Spodoptera frugiperda  folívoro 2 2 2 x   AFLP 
Leppänen et al. 2014 Hymenoptera Pontania  galhador 9 1 1  x  COI, ITS2 
 Hymenoptera Euura  galhador 6 1 1  x   
Medina et al. 2011 Hemiptera Dalbulus maidis sugador 3 1 1  x  AFLP 
Medina et al. 2017 Hemiptera Melanaphis sacchari  sugador 3 2 1 x   AFLP 
Nason et al. 2002 Lepidoptera Gnorimoschema gallaesolidaginis galhador 2 1 1  x  Aloenzima 
Peres et al. 2019 Amphipoda Cymadusa filosa  consumidor de alga 3 3 3 x   SSR 
Pérez-Alquicira et al. 2019 Diptera Liriomyza trifolii  minador 7 5 3  x x COI 





Althoff 2008 Hymenoptera Eusandalum  parasitóide 6 1 1   x COI, AFLP 
Lozier et al. 2007 Hemiptera Hyalopterus 
parasitoide 
1 1 1  x  
COI, SSR, 
16S 
Lozier et al. 2009 Hymenoptera Aphidius transcaspicus  parasitóide 4 1 1   x COI, SSR 
Zepeda-Paulo et al. 2015 Hymenoptera Aphidius ervi  parasitóide 5 3 1 x   SSR 
Booth et al. 2015 Hemiptera Cimex lectularius  parasita  2 2 2 x     COI, SSR 
                 
 
* Estudo feito com 28 espécies de lepidópteros que foram agrupados aqui de acordo com classificação proposta pelos próprios autores. 
No estudo de Craft et al. 2010, a diferenciação genética para cada espécie de inseto herbívoro foi medida entre um número variável de 






Esta tese teve como tema central o papel da especialização ecológica na diferenciação 
genética associada a plantas hospedeiras em insetos herbívoros. Não há dúvida de que a enorme 
diversidade de insetos e plantas intriga naturalistas e ecólogos há séculos. Um reflexo disso é a 
variedade de aspectos investigados para compreender os mecanismos envolvidos na 
diversificação desses grupos, ou seja, como essa diversidade surge e se mantém. Para estudar a 
especialização ecológica como um dos fatores que impulsiona o processo de diversificação e, 
consequentemente, especiação, integrei o conhecimento de grandes áreas das Ciências 
Biológicas, como Ecologia, Botânica, Zoologia e Genética. Isso permitiu acumular diferentes 
conhecimentos teóricos e práticos em cada etapa desta tese e culminou com os resultados que 
apresentei no formato de três capítulos. A seguir, destaco algumas etapas deste trabalho e 
finalizo com as perspectivas surgidas a partir deste estudo. 
O uso do sistema Tomoplagia-Vernonieae para investigar a questão proposta nesta tese 
foi viabilizado pelo conhecimento prévio da distribuição dessas interações. A parte meridional da 
Cadeia do Espinhaço foi o foco de vários estudos precedentes a este, desenvolvidos pelo grupo 
científico do Laboratório de Interações Inseto-Planta, que demonstraram a excepcional riqueza 
de espécies de Vernonieae nessa região. Além disso, a metodologia desenvolvida pelo prof. 
Thomas Lewinsohn para criação dos insetos endófagos foi efetiva para assegurar a coleta de 
material concomitante com a criação das moscas. Com isso, foi possível estender um amplo 
levantamento das plantas potencialmente hospedeiras de Tomoplagia nas escalas local e regional 
e registrar as interações com Tomoplagia nas mesmas escalas. Seria de extrema relevância 
avaliar essas interações em escalas geográficas maiores, no entanto, essa investigação não seria 





Para as análises moleculares, contávamos com iniciadores, desenvolvidos no doutorado 
de Leonardo Jorge, para 17 locos microssatélites isolados de T. incompleta; esse foi o primeiro 
motivador do uso de microssatélites para avaliar a variabilidade genética das moscas 
Tomoplagia. No entanto, como mostramos no Capítulo 2, não foi possível amplificar esses 17 
locos nas outras espécies de Tomoplagia. Isso exigiu a dedicação de um período de tempo para o 
isolamento e caracterização de microssatélites para duas e três espécies, respectivamente. A falta 
de transferência dos microssatélites entre as espécies de Tomoplagia é um resultado importante, 
pois indica a baixa conservação das sequências de nucleotídeos no DNA entre as espécies 
investigadas e também mostra as dificuldades associadas ao uso dessa ferramenta para estudos 
futuros. Os microssatélites foram adequados para mostrar um retrato atual dos padrões de 
variabilidade genética das populações coespecíficas de Tomoplagia. O uso de outros marcadores 
moleculares, como os mitocondriais ou baseados em genotipagem por sequenciamento, 
possibilita que processos evolutivos distintos que influenciam a variabilidade genética de 
espécies sejam explorados e permitirão o contraste com as informações fornecidas pelos 
microssatélites; além disso, marcadores do tipo SNP possibilitam investigar o papel de forças 
evolutivas não neutras, como a seleção natural, e assim será possível refinar as questões 
investigadas. 
Nossos resultados corroboram os estudos precedentes que reconheceram para herbívoros 
endófagos, como Tomoplagia, que diferenças na especialização trófica são diretamente afetadas 
pela amplitude geográfica da planta hospedeira. Os resultados indicam que mecanismos distintos 
influenciam a diferenciação genética de insetos herbívoros e atuam de acordo com a 
especialização ecológica da espécie. Reconhecemos a susceptibilidade do herbívoro monófago 





diferentes localidades, mas sobretudo à dependência desse inseto herbívoro de sua planta 
hospedeira; no entanto, a exploração desse padrão em escala geográfica maior poderá evidenciar 
diferenciação dependente de distância que não encontramos nas localidades estudadas. A 
diversidade beta de plantas hospedeiras (ou a baixa amplitude geográfica de cada hospedeira) 
pode ser o principal determinante do isolamento por distância que observamos em T. bicolor. 
Para T. bicolor e T. incompleta, a associação com a planta hospedeira tem o potencial de causar 
diferenciação genética, como encontrada em níveis fracos a moderados neste estudo.  
Nossos resultados sugerem que as interações de Tomoplagia com suas plantas 
hospedeiras são promissoras para a investigação de diversos processos evolutivos que promovem 
a especiação. Amostrar mais localidades na região que avaliamos preencheria lacunas da 
distribuição das plantas hospedeiras e refinaria os padrões de diferenciação genética que 
encontramos. Por outro lado, ampliar a extensão geográfica deste estudo -  por exemplo, avaliar 
as interações ao longo de toda a Cadeia do Espinhaço - e contrastar informações genéticas 
obtidas de diferentes marcadores moleculares permitirá inferir eventos relacionados à radiação 
de Tomoplagia e datar sua ocorrência, aprofundando o conhecimento da importância relativa da 
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Apêndice 1. Localidades de amostragem de plantas hospedeiras de Tomoplagia na Cadeia do 








Apêndice 2. Associação de Tomoplagia com plantas hospedeiras da tribo Vernonieae 
(Asteraceae) em cinco localidades na Cadeia do Espinhaço meridional. O número de indivíduos 
adultos criados de cada hospedeira entre 2016 e 2017 é mostrado por localidade: Conselheiro 
Mata (CM), Parques Estaduais do Biribiri (BB), do Rio Preto (RP) e da Serra do Cabral (SC) e 
Serra da Guiné (SG). Em negrito, as espécies investigadas no presente estudo. 
 
Herbívoros Plantas hospedeiras  Localidades Total 
  Espécies Subtribo CM BB RP SC SG   
T. aczeli Paralychnophora bicolor (DC.) MacLeish Lychnophorinae  43    43 
T. bicolor Eremanthus elaeagnus (Mart. ex DC.) Sch.Bip. Lychnophorinae 21   36 1 58 
 Lessingianthus vepretorum (Mart. ex DC.) H.Rob. Lepidaploinae 3     3 
 Lychnophora markgravii G.M.Barroso Lychnophorinae    53  53 
 Lychnophora tomentosa (Mart. ex DC.) Sch.Bip.   16    16 
 Lychnophoriopsis candelabrum (Sch.Bip.) H.Rob.     9  9 
 Minasia alpestris (Gardner) H.Rob.  94     94 
 Minasia pereirae H.Rob.  8     8 
 Minasia scapigera H.Rob.   95  208  303 
 Proteopsis argentea Mart. & Zucc. ex Sch.Bip.  2     2 
T. dimorphica Lessingianthus coriaceus (Less.) H.Rob. Lepidaploinae    1  1 
 Lessingianthus hoveaefolius (Gardner) H.Rob.     6  6 
 Lessingianthus laevigatus (Mart. ex DC.) H.Rob.     4  4 
T. grandis Lessingianthus buddleiifolius (Mart. ex DC.) H.Rob. Lepidaploinae  8 18 15  41 
T. incompleta Echinocoryne schwenkiifolia (Mart. ex DC.) H. Rob. Lepidaploinae 24 15 14 43 8 104 
 Eremanthus incanus (Less.) Less. Lychnophorinae     1 1 
 Lepidaploa rufogrisea (A. St.-Hil.) H.Rob. Lepidaploinae 10 18  87 3 118 
 Lepidaploa spixiana (Mart. ex DC.) H.Rob.  14    7 21 
 Lessingianthus linearis (Spreng.) H.Rob.      1 1 
 Vernonanthura laxa (Gardner) H.Rob. Vernoniinae   2   2 
T. reimoseri Vernonanthura laxa (Gardner) H.Rob. Vernoniinae   10   10 
T. rupestris Eremanthus elaeagnus (Mart. ex DC.) Sch.Bip. Lychnophorinae 6 7 2  1 16 
 Eremanthus incanus (Less.) Less.      4 4 
 Lychnophora diamantiniana Coile & S.B.Jones      4 4 
 Lychnophora ramosissima Gardner  1     1 
 Lychnophora salicifolia Mart.   9    9 
 Lychnophora villosissima Mart.      20 20 
 Lychnophora pseudovillosissima Semir & Leitão      6 6 
T. tripunctata Lessingianthus carduoides (Baker) H.Rob. Lepidaploinae  4   4 8 






Apêndice 3. Estimativas de diversidade alélica por loco de populações de três espécies de 
Tomoplagia (Tephritidae) criadas de plantas hospedeiras (Asteraceae: Vernonieae) coletadas em 
campos rupestres da Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais. Diversidade alélica: A = número de 
alelos, RA = riqueza média de alelos por loco, AE = alelos exclusivos, AR = alelos raros 
(frequência ≤ 5%), FIS = coeficiente de endogamia de Wright. 
 
A) Tomoplagia grandis 
              
Locos Biribiri Rio preto Serra do cabral 
 A AE AR FIS A AE AR FIS A AE AR FIS 
TGR1 4 0 3 0,30 4 0 3 -0,09 4 0 3 0,35 
TGR2 4 0 1 0,58 3 0 0 0,93 5 0 1 0,84 
TGR3 6 2 4 0,29 8 3 6 0,30 8 4 5 0,77 
TGR4 6 2 3 0,57 6 2 3 0,26 4 1 2 0,58 
TGR5 10 1 4 -0,07 6 0 2 0,61 13 1 5 -0,02 
TGR6 6 1 2 0,21 11 2 5 0,07 10 2 5 0,53 
TGR7 6 1 0 0,68 9 1 2 0,76 7 0 1 0,74 
TGR8 6 2 2 0,71 6 1 2 0,34 9 4 4 0,55 
TGR9 4 0 1 0,65 7 0 3 0,63 10 2 6 0,20 
TGR10 4 0 1 0,84 6 2 3 0,38 3 0 0 0,88 
TGR11 5 3 2 0,64 9 7 6 0,63 5 2 2 0,75 
TGR12 3 0 0 0,40 2 0 0 -0,28 5 2 2 -0,24 
               





B) Tomoplagia bicolor 
                  
Locos Local Plantas hospedeiras 
  Biribiri Lychnophora tomentosa Minasia scapigera                 
  A AE AR FIS A AE AR FIS         
TBIC1  8 0 1 0,47 11 1 4 0,50         
TBIC2  3 0 0 -0,71 4 0 1 -0,59         
TBIC3  5 1 2 0,79 6 1 2 0,62         
TBIC4  7 0 2 0,81 7 3 4 0,56         
TBIC5  7 0 1 0,92 6 0 0 0,74         
TBIC6  8 0 1 0,77 11 0 2 0,80         
TBIC7  4 0 0 0,59 7 1 4 0,57         
TBIC8  6 0 3 0,43 8 0 1 0,56         
TBIC9  7 0 3 0,53 10 3 4 0,60         
TBIC10  7 0 1 0,51 12 2 5 0,53         
TBIC11  4 0 0 0,50 9 1 2 0,50         
TBIC12  7 0 1 0,70 12 1 4 0,58         









          
  A AE AR FIS A AE AR FIS A AE AR FIS     
TBIC1  8 0 0 0,63 8 0 1 0,61 4 0 0 0,43     
TBIC2  6 2 3 -0,62 3 0 0 -0,80 3 0 0 -0,78     
TBIC3  4 1 1 0,52 5 0 1 0,50 4 0 0 0,41     
TBIC4  4 0 3 0,69 5 0 0 0,94 2 0 1 0,86     
TBIC5  5 0 0 0,87 9 1 2 0,75 3 0 1 0,78     
TBIC6  11 2 4 0,59 11 1 3 0,77 8 0 2 0,72     
TBIC7  5 0 1 0,54 6 2 3 0,45 5 0 2 0,66     





TBIC9  10 1 4 0,32 8 0 3 0,50 3 0 1 0,43     
TBIC10  9 0 2 0,76 7 0 2 0,80 3 0 0 0,69     
TBIC11  6 0 0 0,56 8 1 1 0,45 4 0 0 0,27     
TBIC12  9 0 3 0,74 13 1 5 0,66 4 0 0 0,64     
                  
  Serra do Cabral Eremanthus elaeagnus Lychnophora candelabrum  Lychnophora markgravii Minasia scapigera 
  A AE AR FIS A AE AR FIS A AE AR FIS A AE AR FIS 
TBIC1  11 0 1 0,49 7 2 3 -0,16 8 0 1 0,42 8 0 2 0,49 
TBIC2  6 1 3 -0,61 4 0 1 -0,44 4 0 1 -0,60 4 0 1 -0,58 
TBIC3  6 0 3 0,47 2 0 0 0,80 2 0 0 0,90 4 0 1 0,42 
TBIC4  8 0 3 0,87 7 1 3 0,76 8 1 3 0,66 8 2 2 0,72 
TBIC5  6 0 1 0,88 3 0 0 0,90 6 0 0 0,88 10 2 4 0,48 
TBIC6  12 2 3 0,56 7 1 2 0,88 9 0 3 0,80 12 1 3 0,85 
TBIC7  6 0 3 0,46 5 0 2 0,72 9 3 5 0,70 5 1 2 0,47 
TBIC8  10 0 6 0,48 6 0 4 0,19 12 0 6 0,51 12 2 6 0,38 
TBIC9  13 4 6 0,49 6 0 2 0,52 15 2 7 0,50 9 1 4 0,52 
TBIC10  13 1 5 0,69 10 1 5 0,08 12 1 6 0,67 9 0 3 0,60 
TBIC11  10 3 3 0,32 5 0 1 0,49 7 0 0 0,55 8 0 1 0,31 
TBIC12  13 2 6 0,79 5 0 1 0,90 9 1 3 0,71 11 0 4 0,49 
                                    






C) Tomoplagia incompleta  
              
Locos Local Plantas hospedeiras 
  Biribiri Echinocoryne schwenkiifolia Lepidaploa rufogrisea         
  A AE AR FIS A AE AR FIS     
TINC1  8 0 3 0,65 10 2 5 0,68     
TINC2  8 0 1 0,59 6 0 2 0,65     
TINC3  7 0 0 0,42 9 1 1 0,58     
TINC4  8 0 3 0,57 6 1 1 0,77     
TINC5  7 0 0 0,34 9 1 3 0,28     
TINC6  5 0 1 0,64 7 1 2 0,87     
TINC7  10 0 2 0,38 12 1 3 0,45     
TINC8  6 0 3 0,44 3 0 0 0,89     
TINC9  5 0 0 0,74 6 0 1 0,76     
TINC10  5 0 0 0,78 7 1 1 0,76     
TINC11  9 1 3 0,44 10 0 4 0,27     
TINC12  8 0 2 0,59 14 1 3 0,45     
              
  Conselheiro Mata Echinocoryne schwenkiifolia Lepidaploa rufogrisea Lepidaploa spixiana 
  A AE AR FIS A AE AR FIS A AE AR FIS 
TINC1  9 0 3 0,50 6 0 1 0,46 9 1 4 0,41 
TINC2  7 0 3 0,72 9 2 4 0,28 6 1 1 0,68 
TINC3  8 1 1 0,43 6 0 0 0,75 7 0 0 0,75 
TINC4  6 0 1 0,83 6 0 2 0,73 7 0 3 0,53 
TINC5  12 1 3 0,62 6 0 2 0,43 9 1 4 0,55 
TINC6  10 3 5 0,90 6 0 1 0,87 7 1 3 0,80 
TINC7  14 2 4 0,67 8 0 2 0,45 12 0 4 0,59 
TINC8  8 3 3 0,35 5 0 1 0,55 6 0 2 0,39 





TINC10  6 0 1 0,86 5 0 1 0,79 3 0 0 0,60 
TINC11  10 0 2 0,65 6 0 1 0,70 7 1 2 0,43 
TINC12  19 1 7 0,11 10 0 5 0,41 13 2 5 0,18 
              
  Serra do Cabral Echinocoryne schwenkiifolia Lepidaploa rufogrisea         
  A AE AR FIS A AE AR FIS     
TINC1  12 0 4 0,55 14 1 7 0,39     
TINC2  12 3 7 0,74 10 1 3 0,82     
TINC3  7 1 1 0,74 9 0 0 0,84     
TINC4  8 2 4 0,84 14 3 10 0,49     
TINC5  11 1 3 0,50 14 1 7 0,54     
TINC6  7 1 2 0,95 5 0 1 0,77     
TINC7  14 1 4 0,58 16 3 4 0,35     
TINC8  7 1 3 0,51 5 0 1 0,41     
TINC9  8 1 3 0,69 7 1 3 0,59     
TINC10  8 1 2 0,84 8 2 2 0,65     
TINC11  10 1 3 0,76 9 0 1 0,74     
TINC12  11 0 3 0,50 13 0 4 0,40     
              
  Serra da Guiné Echinocoryne schwenkiifolia Lepidaploa spixiana   
  A AE AR FIS A AE AR FIS     
TINC1  6 0 2 0,09 5 0 2 0,64     
TINC2  4 1 1 0,45 4 0 0 0,81     
TINC3  5 0 0 0,49 3 0 0 0,50     
TINC4  3 0 0 0,90 4 0 1 0,79     
TINC5  6 0 2 0,08 5 0 2 0,27     
TINC6  3 0 0 0,90 4 0 2 0,80     
TINC7  7 0 0 0,29 5 0 1 0,16     





TINC9  3 0 0 0,90 4 1 1 0,29     
TINC10  4 0 1 0,61 5 0 1 0,32     
TINC11  5 0 1 0,41 6 0 0 0,51     
TINC12  7 0 2 0,29 6 0 2 0,32     
                    






Apêndice 4. Intervalo de confiança (95%, triângulo inferior: 0,025, triângulo superior: 0,975) para estimativas de FST de Weir & 
Cockerham (1984) apresentadas na Fig. 1 (Capítulo 3) para três espécies de Tomoplagia coletadas nos campos rupestres da Cadeia do 
Espinhaço em Minas Gerais. 
A) Tomoplagia grandis 
  1 2 3 
1 Biribiri  0,067 0,084 
2 Serra do Cabral 0,024  0,045 
3 Rio Preto -0,003 0,001  
 
B) Tomoplagia bicolor  
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 Biribiri - Lychnophora tomentosa  0,055 0,031 0,050 0,199 0,021 0,025 0,032 0,033 
2 Biribiri - Minasia scapigera -0,010  0,021 0,044 0,251 0,018 0,058 0,016 0,039 
3 Conselheiro Mata - Eremanthus elaeagnus 0,013 0,003  0,051 0,245 0,033 0,063 0,026 0,048 
4 Conselheiro Mata -  Minasia alpestris 0,011 0,009 0,007  0,121 0,007 0,042 0,022 0,009 
5 Conselheiro Mata - Minasia pereirae 0,054 0,027 0,036 0,028  0,151 0,140 0,154 0,143 
6 Serra do Cabral - Eremanthus elaeagnus 0,012 0,009 0,000 0,008 0,031  0,047 0,013 0,011 
7 Serra do Cabral -  Lychnophora candelabrum 0,029 0,016 0,007 0,006 0,010 -0,014  0,006 0,012 
8 Serra do Cabral - Lychnophora markgravii 0,004 0,010 0,005 0,004 0,025 0,008 -0,030  0,014 








C) Tomoplagia incompleta 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 Biribiri - Echinocoryne schwenkiifolia  0,067 0,020 0,019 0,029 0,040 0,059 0,090 0,145 
2 Biribiri - Lepidapola rufogrisea 0,004  0,018 0,006 0,008 0,017 0,037 0,063 0,134 
3 Conselheiro Mata - Echinocoryne schwenkiifolia 0,017 -0,008  0,004 0,022 0,017 0,027 0,070 0,121 
4 Conselheiro Mata -  Lepidapola rufogrisea 0,027 0,013 -0,024  0,011 0,023 0,022 0,051 0,085 
5 Conselheiro Mata - Lepidaploa spixiana 0,008 0,011 0,014 -0,025  0,017 0,050 0,051 0,143 
6 Serra do Cabral - Echinocoryne schwenkiifolia 0,001 0,000 0,004 0,021 -0,007  0,016 0,043 0,071 
7 Serra do Cabral -  Lepidapola rufogrisea 0,002 0,003 -0,003 0,009 0,000 0,000  0,063 0,070 
8 Serra da Guiné - Echinocoryne schwenkiifolia 0,002 -0,007 0,000 0,021 -0,010 0,004 0,008  0,126 







Apêndice 5. Matrizes de distância genética (triângulo inferior) e distância geográfica (triângulo superior) utilizadas no teste de Mantel 
para avaliar os efeitos de isolamento genético por distância para três espécies de Tomoplagia em diferentes campos rupestres da 
Cadeia do Espinhaço em Minas Gerais.  
A) Tomoplagia grandis 
  1 2 3 
1 Biribiri  67,4 40,63 
2 Serra do cabral 0,4  99,81 
3 Rio preto 0,4 0,2  
 
B) Tomoplagia bicolor 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 Biribiri - Lychnophora tomentosa  5,75 18,74 18,74 18,74 67,4 67,4 67,4 67,4 
2 Biribiri - Minasia scapigera 0,17  18,74 18,74 18,74 67,4 67,4 67,4 67,4 
3 Conselheiro Mata - Eremanthus elaeagnus 0,16 0,12  5,75 5,75 74,28 74,28 74,28 74,28 
4 Conselheiro Mata -  Minasia alpestris 0,18 0,12 0,16  5,75 74,28 74,28 74,28 74,28 
5 Conselheiro Mata - Minasia pereirae 0,30 0,28 0,36 0,30  74,28 74,28 74,28 74,28 
6 Serra do Cabral - Eremanthus elaeagnus 0,16 0,11 0,17 0,10 0,39  5,75 5,75 5,75 
7 Serra do Cabral -  Lychnophora candelabrum 0,25 0,23 0,28 0,49 0,39 0,28  5,75 5,75 
8 Serra do Cabral - Lychnophora markgravii 0,18 0,10 0,14 0,13 0,48 0,12 0,17  5,75 








C) Tomoplagia incompleta 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 Biribiri - Echinocoryne schwenkiifolia  5,75 18,74 18,74 18,74 67,40 67,40 10,00 10,00 
2 Biribiri - Lepidapola rufogrisea 0,26  18,74 18,74 18,74 67,40 67,40 10,00 10,00 
3 Conselheiro Mata - Echinocoryne schwenkiifolia 0,16 0,20  5,75 5,75 74,28 74,28 23,71 23,71 
4 Conselheiro Mata -  Lepidapola rufogrisea 0,25 0,29 0,26  5,75 74,28 74,28 23,71 23,71 
5 Conselheiro Mata - Lepidaploa spixiana 0,28 0,27 0,25 0,36  74,28 74,28 23,71 23,71 
6 Serra do Cabral - Echinocoryne schwenkiifolia 0,33 0,33 0,27 0,43 0,35  5,75 62,91 62,91 
7 Serra do Cabral -  Lepidapola rufogrisea 0,28 0,27 0,26 0,36 0,31 0,25  62,91 62,91 
8 Serra da Guiné - Echinocoryne schwenkiifolia 0,28 0,28 0,26 0,34 0,34 0,30 0,28  2,00 
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